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HI (54) Bezeichnung: DAS BETA-BARREL DER UPIDK5RPERLIPOXYGENASE 

(57) Abstract: The invention relates to an isolated nucleic acid sequence which codes for a polypeptide and consists of a combination 
of the nucleic acid sequences of a biosynthesis nucleic acid sequence of the fatty acid or lipid metabolism and the following nucleic 
acids: a) a nucleic acid sequence having the sequence as represented in SEQ ID NO: 1, b) nucleic acid sequences which derive from 
j the degenerated genetic code of the nucleic acid sequence as represented in SEQ ID NO: 1, c) derivatives of the nucleic acid sequence 
as represented in SEQ ID NO: 1, said derivatives coding for polypeptides with the amino acid sequence as represented in SEQ ID 
^ NO: 2 and being provided with at least 60 % homology in the amino acid level, d) a nucleic acid sequence with the sequence as 
^ represented in SEQ ID NO: 3 or the ammoterminal component of the coding area pertaining to said sequence. 

C* 

£J (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine isolierte Nulkleinsauresequenz, die fiir ein Polypeptide codiert und die aus 
einer {Combination der Nukleinsauresequenzen einer Biosynmesenuklemsauresequenz des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels mit 
einer der folgenden Nukleinsauren zusammengesetzt wird: a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Se- 

JZ; quenz, b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 dargestellten 
Nuleinsauresequen2 ableiten, c) Deri vale der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in 
SEQ ID NO: 2 dargestellten Amino sauresequenzen codieren und mindestens 60 % Homologie auf Aminosaureebene anfweisen, d) 
einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:3 dargestellten Sequenz oder des Armnoterminale Teils des kodierenden Bereichs 

^ dieser Sequenz. 
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DAS BETA-BARREL DER LIPXDKORPERLIPOXYGENASE 



Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Targeting 
von an der Biosynthese von Lipiden oder Fettsauren beteiligten 
Proteinen in Liposomen oder LipidkSrpern . Die Erfindung betrifft 
ein Verfahren zur Herstellung von Fettsauren und Lipiden in einem 
10 5l produzierenden Organismus . 

Au£erdem betrifft die Erfindung NukleinsMureseguenzen, die 
fiir ein Polypeptid codieren und die aus einer Kombination von 
Nukleinsauresequenzen einer Biosynthesenukleins&uresequenzen des 

15 Fetts&ure- oder Lipidstof fwechsels mit einer NukleinsSuresequenz , 
die fiir das Targeting von Proteinen codiert, zusammengesetzt 
ist. Weiterhin betrifft die Erfindung Nukleins&urekonstrukte 
enthaltend diese Nukleins&uresequenzen, Vektoren und transgene 
Organismen, die die NukleinsSuren, Nukleins&urekonstrukte 

20 und/oder Vektoren enthalten. 

Olfriichte spielen eine wichtige Rolle in der menschlichen 
Ernahrung. In keimenden Samen werden die endogenen Speicher 
Triacylgycerid-speichernder Pflanzen abgebaut, damit sogar in 

25 Abwesenheit von Licht die de novo-Bildung von neuem Gewebe 
m6glich ist [Rees et al., Biochim. Biophys. Acta, 385, 1975: 
145-156; Kindl, H., Biochimie, 75, 1993: 225-230], Triacyl- 
gyceride werden in besonders hoch spezialisierten Geweben, z.B. 
im Endosperm oder den Kotyledonen, gespeichert. Zellen dieses 

30 Typs enthalten Lipidkdrper als Kompartimente, die das Fett 
speichern (Murphy, D. J., Prog. Lipid Res., 32, 1993:247-280; 
Huang, A. H. C, Curr. Opinion Struct. Biol., 4, 1994: 493-498]. 
"ZuHBeginn der Keimung werden die Lipidkorper und ihr Inlxalt 
abgebaut und stellen Fettsauren ftir die Glyoxysomen bereit, die 

35 fOr die fi-Oxidation der Fettsauren verantwortlich sind [Kindl, 
H., Z. Naturforsch. , C 52, 1997: 1-8]. In Gurken-Kotyledonen 
werden Phospholipase A2 (PLA) [May. C. et al., Biochim. Biophys. 
Acta, 1393, 1998: 267-276] und eine bestitnmte Isoform der Lipoxy- 
genase [Lipidkorperlipoxygenase, LBLOX) [Feussner, I. et al., 

40 Planta, 198, 1998: 288-293; Hohne, M. et al., Eur. J. Biochem. , 
241, 1996: 6-11.] beim Schritt der Triacylglycerid-Mobilisierung 
synthetisiert und zu den Lipidkorpern transport i ert . PLA (ein 
Patatin-ahnliches Protein [May. C. et al., Biochim. Biophys. 
Acta, 1393, 1998: 267-276]) spielt eine entscheidende Rolle bei 

45 der Einleitung des Mobilisierungsprozesses , indem es die Phospho- 
lipid-Monolayer der Lipidkdrper zerstort [Noll, F. et al., 
J. Struct. Biol., 1999: eingereicht] . Anschliefcend bewirkt die 
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Lipoxygenase die Modif izierung der Acylreste in den Triacyl- 
gyceriden, bei denen es sich hauptsachlich um Linoleylgruppen 
handelt [Feussner, I. et al., FEBS Lett., 431, 1998: 433-436]. 
SchlieSlich wird nach Reduktion und der Einwirkung einer 
5 spezif ischen von Hydroxyoctadecadienoylresten abh&ngigen Lipase 
S-13-Hydroxyoctadecadienoat aus den LipidkSrpern ins Cytosol 
freigesetzt [Feussner, I. et al., Proc . Natl. Acad. Sci. USA, 
92, 1995: 11849-11853] und dann durch die Glyoxysomen abgebaut 
[Kindl, H., Biochimie, 75, 1993: 225-230? Kindl, H. , Z. Natur- 
10 f orsch. , C 52, 1997: 1-8]. 

Im Verlauf der Lipidmobilisierung wird ein Satz neu synthetisier- 
ter Proteine an die Oberflache der Lipidkorper transportiert 
[Sturm, A. et al., Eur. J. Biochem. , 150, 1985: 461-468], darun- 

15 ter LBLOX und PLA. Fruhere Arbeiten [May. C. et al., Biochim. 
Biophys. Acta, 1393, 1998: 267-276; Feussner, I. et al., Planta, 
198, 1998: 288-293] haben gezeigt, dass LBLOX und PLA nur wllhrend 
eines kurzen Zeitraums, d. h. zu Beginn der Lipidmobilisierung, 
transient synthetisiert werden. Die VorgSnge beim Transport 

20 dieser Proteine innerhalb der pflanzlichen Zelle sind noch vollig 
unklar . 

Es bestand daher die Aufgabe die Signale des intrazellul&ren 
Transport zu vestehen und fur das Targeting von Proteinen zu 
nutzen. 

25 

Diese Aufgabe wurde durch ein Verf ahren zum Targeting von an der 
Biosynthese von Lipiden oder Fettsauren beteiligten Proteinen 
in Liposomen oder Lipidkdrpern, dadurch gekennzeichnet, da£ man 
die fur die Proteine kodierenden Nukleinsauren mit einer der 
30 f olgenden Sequenzen in einer gemeinsamen Protein kodierenden 
Sequenz kombiniert: 

a) einer Nukleinsaureseguenz mit der in SEQ ID NO: 1 
dargestellten Sequenz, 

35 

b) NukleinsSuresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerier- 
ten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 dargestellten 
Nukleins&uresequenz ableiten, 

40 c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dar- 
gestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 60 % 
Homologie auf Aminos&ureebene aufweisen, 
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d) einer NukleinsSuresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 

dargestellten Sequenz oder des Aminoterminale Teils des 
kodierenden Bereichs dieser Secpianz, und 

5 und die erhaltene Sequenz in einen eukaryontischen Organismus 
einbringt , gel6st . 

In der vorliegenden Arbeit wurden Belege fur einen post-trans*- 
lationalen Transfer von LBLOX und PLA zu Lipidk6rpern gefunden. 

10 Dabei zeigte sich, da£ eine N-terminale Domane der LipidkSrper- 
LOX, die als S-Barrel gefaltet ist, fur die Membranbindungseigen- 
schaften des Enzyms verantwortlich ist. Diese DomSne des Proteins 
codiert durch die erf indungsgemaEe Nukleins&uresequenz, das eine 
Membrantargeting-Struktur aufweist, kann im erf indungsgema&en 

15 Verfahren flir das Proteintargeting von Fremdprot einen zu Lipid- 
k6rpern beispielsweise in 6lsamen verwendet werden. 

Durch das erf indungsgem&Se Verfahren ist es mdglich Proteine, die 
vorteilhaft am Fettsaure- und/oder Lipidstof fwechsel beteiligt 
20 sind gezielt an den Ort der gewCinschten Synthese zu dirigieren. 

Durch das Einbringen der NukleinsSuresequenz in einen eukaryon- 
tischen Organismus konnen im erf indungsgemaSen Verfahren Proteine 
dirigiert werden, Dazu werden die Organismen in einem geeigneten 
25 Medium angezogen. 

Weitere Erf indungsgegenst&nde sind ein Verfahren zum Targeting 
von an der Biosynthese von Lipiden oder Fetts&uren beteiligten 
Proteinen in Liposomen oder Lipidk6rpern, dadurch gekennzeichnet , 
30 daS man mindestens eine wie unten beschriebene erf indungsgemS.Se 
Nukleins&uresequenz oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt in 
einen 61 produzierenden Organismus bringt. 

Ein Verfahren zur Herstellung von FettsMuren oder Lipiden dadurch 
35 gekennzeichnet, dafi man mindestens eine erf indungsgem&fie Nuklein- 
s&uresequenz oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt in einen 
01 produzierenden Organismus bringt, diesen Organismus anzieht 
und da£ in dem Organismus enthaltene 61 isoliert. 

40 Ein Verfahren zur Herstellung von Fetts&uren dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ man mindestens eine erf indungsgemS&e Nukleinsaure- 
sequenz oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt in einen 61 
produzierenden Organismus bringt, diesen Organismus anzieht und 
daS in dem Organismus nthaltene 61 isoliert und die Fettsauren 

45 freisetzt. 
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Verfahren wie vorgehend beschrieben, dadurch gekennzeichnet, 
da& es sich bei dem Organismus urn eine Pf lanze oder einen 
eukaryontischen Mikroorganismus handelt. 

5 Unter der oben beschriebenen Anzucht des Organismus ist die . 
Kultivierung von Pf lanzen ebenso zu verstehen wie die Anzucht 
von eukaryontischen Mikroorganismen wie Hefen, Pilze, Ciliaten, 
Algen, tierische oder pflanzliche Zellen oder Zellverbanden . 

10 Als Organismen fur das Verfahren seien beispielhaf t Pflanzen wie 
Arabidopsis, Gerste, Weizen, Roggen, Hafer, Mais, Soja, Reis, 
Baumwolle, Zuckerrube, Tee, Karotte, Paprika, Canola, Sonnen- 
blume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Triticale, Tabak, Tomate, Raps, 
Kaffee,. Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, Tagetes, Alfalfa, Erdnufe, 

15 Rizinus, KokosnuS, 5lpalme, FSrbersaflor (Carthamus tinctorius) , 
Salat und den verschiedenen Baum-, Nu£~ und Weinspezies, oder 
Kakaobohne, Mikroorganismen wie Hefen wie Yarrowia oder Saccharo- 
myces; Pilze Mortierella, Saprolegnia, Traustochytrium oder 
Pythium, Algen oder Protozoen wie Dinof lagellaten wie Crypthe- 

20 codinium genannt. Bevorzugt werden Organismen, die natiirlicher- 
weise Ole in groSeren Mengen synthetisieren k6nnen wie Mikro- 
organismen wie Hefen wie Yarrowia lypolytica oder Saccharomyces 
cereviseae, Pilze wie Mortierella^alpina,. Pythium:.insidiosum oder 
Pflanzen wie Arabidopsis - thaliana, Soja, Raps (Braccica napus) , 

25 KokosnuE, Olpalme, Canola, Farbersaflor (Carthamus tinctorius), 
Rizinus, Calendula, Lein (Linium usitatissimum) , Borretsch, 
Erdnufe, Kakaobohne oder Sonnenblume, besonders bevorzugt werden 
Soja, Raps oder Sonnenblume. 

30 Die in den im erf indungsgem&fcen Verfahren gewonnenen Organismen 
enthalten vorteilhaft gesSttigte oder unges&ttigte Fettsauren 
in Form von gebundenen Fettsauren, das hei&t die ungesattigten 
Fettsauren liegen uberwiegend in Form ihrer Mono-, Di- oder 
Triglyceride, Glycolipide, Lipoproteine oder Phospholipide wie 

35 Ole oder Lipide oder sonstig als Ester oder Amide gebundenen 
FettsSuren vor. Auch freie Fettsauren sind in den Organsimen in 
Form der freien Fettsauren oder in Form ihrer Salze enthalten. 
Die durch Anzucht im erf indungsgemaEen Verfahren gewonnenen 
Organismen und die in ihnen enthaltenen gesattigten oder unge- 

40 sattigten Fettsauren kSnnen direkt beispielsweise zur Herstellung 
von pharmazeutischen Zubereitungen, von Agrochemikalien, Futter- 
mitteln oder Lebensmitteln verwendet werden oder aber nach Iso- 
lierung aus den Organismen. Dabei k$nnen alle Stufen der Auf- 
reinigung der gesattigten oder ungesattigten Fettsauren verwendet 

45 werden, das heiSt von Rohextrakten der Fettsauren bis zu voll- 
st&ndig gereinigten Fettsauren sind fur die Herstellung der vor- 
genannten Produkte geeignet. In einer vorteilhaf ten Ausfuhrungs- 
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form konnen die gebundenen Fetts^uren aus beispielsweise den 6len 
bzw. Lipiden beispielsweise uber eine basische Hydrolyse z.B. mit 
NaOH oder KOH freigesetzt werden. Diese freien Fetts&uren konnen 
direkt iin erhaltenen Gemisch oder nach weiterer Aufreinigung 
5 zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen, von Agro- 
chemikalien, Futtermitteln oder Lebensmitteln verwendet werden. 
Auch konnen die gebundenen oder freien Fetts&uren zur Umesterung 
oder Veresterung beispielsweise mit anderen Mono-, Di- oder 
Triglyceriden oder Glycerin verwendet werden, um den Anteil an 
10 ungesSttigten Fetts&uren in diesen Verbindungen beispielsweise 
in den Triglyceriden zu erh6hen. 

Die in den Verfahren verwendeten Organismen werden je nach 
Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. 

15 geztichtet. Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze, Ciliaten, 

pf lanzliche oder tierische Zellen werden in der Kegel in einem 
f ltissigen Medium, das eine Kohlenstoff quelle meist in Form von 
Zuckern, eine Stickstof f quelle meist in Form von organischen 
Stickstof fquellen wie Hefeextrakt oder Salzen wie Ammoniumsulf at , 

20 Spurenelemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesiumsalze und gegebenen- 
falls Vitamine enthS.lt, bei Temperaturen zwischen 0°C und 100°C, 
bevorzugt zwischen 10°C bis 60°C unter je nach Organismus Sauer- 
stof fbegasung oder in Abwesenheit von Sauerstoff angezogen. Dabei 
kann der pH der Nahrf lussigkeit auf einen festen Wert gehalten 

25 werden, das heifct der pH wird w&hrend der Anzucht reguliert 
oder der pH wird nicht reguliert und ver&ndert sich w&hrend 
der Anzucht. Die Anzucht kann batch weise, semi batch weise 
oder kontinuierlich erfolgen. NShrstoffe k6nnen zu beginn der 
Fermentation vorgelegt oder semikontinuierlich oder kontinuier- 

30 lich nach gefiittert werden. Auch eine Anzucht auf festen Medien 
ist mdglich. 

Pflanzen werden nach Transformation in der Regel zunachst 
regeneriert und anschliefcend wie iiblich angeziichtet bzw. 
35 angebaut. Dies kann im GewSchshaus oder im Freiland erfolgen. 

Aus den Organismen werden nach Anzucht die Lipide in ublicher- 
weise gewonnen. Hierzu konnen die Organismen nach Ernte zunachst 
auf geschlossen werden oder direkt verwendet werden. Die Lipide 

40 werden vorteilhaft mit geeigneten Ldsungsmitteln wie apolare 

Lasungsmittel wie Hexan oder Ethanol, Isopropanol oder Gemischen 
wie Hexan/ Isopropanol, Phenol /Chi or of orm/Isoamylalkohol bei 
Temperaturen zwischen 0°C bis 80°C, bevorzugt zwischen 20°C bis 
50°C extrahiert. Die Biomasse wird in der Regel mit einem Uber- 

45 schufc an Losungsmittel extrahiert beispielsweise einem OberschuE 
von Losungmittel zu Biomasse von 1:4. Das Losungsmittel wird 
anschliefeend beispielsweise iiber eine Destination entfernt. 
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Die Extraktion kann auch mit superkritischem CO2 erfolgen. Itfach 
Extraktion kann die restliche Biomasse beispielsweise uber 
Filtration entfernt werden. 

5 Das so gewonnene Rohol kann anschlie&end weiter aufgereinigt 
werden, beispielsweise in dem Trubungen uber das Versetzen 
mit polaren L6sungsmittel wie Aceton oder Chloroform und 
anschlie&ender Filtration oder Zentrifugation entfernt werden. 
Auch eine weitere Reinigung iiber chromatographische Verfahren, 
10 Destination oder Kristallisation ist mSglich. 

Zur Gewinnung der freien Fettsauren aus den Triglyceriden werden 
diese in ublicherweise, wie oben beschrieben, verseift. 

15 Ein weiterer Erf indungsgegenstand sind isolierte NukleinsSure- 
sequenzen, die ftir ein Polypeptid codiert und die aus einer 
Kombination der Nukleins&uresequenzen einer Biosynthesenuklein- 
s&uresequenz des Fettsaure- oder Lipidstof fwechsels mit einer 
der folgenden NukleinsSuren zusammengesetzt wird: 

20 

a) einer Nukl einsaur esequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dar- 
gestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerier- 
25 ten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 dargestellten 

Nukleinsauresequenz ableiten, 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die ftir Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dar- 

30 gestellten Aminos&uresequenzen codieren und mindestens 60 % 

Homolpgie auf Aminosaureebene aufweisen, 

d) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 dar- 
gestellten Sequenz oder des Aminoterminale Teils des 

35 kodierenden Bereichs dieser Sequenz. 

Diese erf indungsgem&Een Nukleinsauresequenzen erm6glichen im 
erf indungsgemafcen Verfahren das Targeting von Proteinen. 

40 Unter Derivate (n) sind beispielsweise* funktionelle Homologe der 
von SEQ ID NO: 1 kodierten Proteine oder deren biologischer 
AktivitSt, das heiSt Proteine, die dieselben biologischen 
Reaktionen wie die von SEQ ID NO: 1 gesteuerten, zu verstehen. 
Diese Gene erm6glichen ebenfalls ein vorteilhaf tes Targeting von 

45 Proteinen. Unter biologischer Aktivitat ist das Dirigieren von 
Proteinen vorteilhaf t von Proteinen, die am Fettsaure- und/oder 
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Lipidstof fwechsel beteiligt sind, innerhalb der Zelle zu ver- 
stehen. 

Die im erf indungsgemafcen Verfahren verwendeten Nukleinsaure- 
5 seguenz(en) (fur die Anmeldung soil der singular den plural 
umf assen ^und umgekehrt) oder Fragmente davon konnen vorteilhaft 
zur Isolierung weiterer genomischer Sequenzen liber Homologies 
screening verwendet werden. 

10 Die genannten Derivate lassen sich beispielsweise aus anderen 
eukaryontischen Organismen wie Pilzen, Hefen oder Pflanzen wie 
speziell Moosen isolieren. 

Weiterhin sind unter Derivaten bzw. funktionellen Derivaten der 

15 in SEQ ID NO: 1 genannten Sequenz beispielsweise Allelvarianten 
zu verstehen, die mindestens 60 % Homologie auf der abgeleiteten 
AminosSureebene , vorteilhaft mindestens 70 % Homologie, bevorzugt 
mindestens 80 % Homologie, besonders bevorzugt mindestens 85 % 
Homologie, ganz besonders bevorzugt 90 % Homologie aufweisen. 

20 Die Homologie wurde tiber den gesamten Aminos&urebereich be- 
rechnet. Es wurde das Programm PileUp, BESTFIT, GAP, TRANSLATE 
bzw. BAC KTRANS LATE (= Bestandteil des Programmpaketes UWGCG, 
Wisconsin Package, Version 10.0-UNIX, January 1999, Genetics 
Computer Group, Inc., Deverux et al., Nucleic. Acid Res., 12, 

25 1984: 387-395) verwendet (J. Mol. Evolution., 25, 351-360, 1987, 
Higgins et al., CABIOS, 5 1989; 151-153). Die von den genannten 
NukleinsSuren abgeleitete Aminosauresequenz ist Sequenz 
SEQ ID NO: 2 zu entnehmen. Unter Homologie ist IdentitSt zu ver- 
stehen, das heifit die Aminosauresequenzen sind zu mindestens 60 % 

30 identisch. Die erf indungsgem&Sen Sequenzen sind auf NukleinsSure- 
ebene mindestens .50 % Homolog, bevorzugt mindestens 60 %, be- 
sonders bevorzugt 70 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 80 %. 

Allelvarianten umf assen insbesondere funktionelle Varianten, 
35 die durch Deletion, Insertion oder Substitution von Nukleotiden 
aus der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz erh&ltlich sind, 
wobei die biologische AktivitSt der abgeleiteten synthetisierten 
Proteine erhalten bleibt, das hei£t diese Proteine besitzen noch 
immer die F&higkeit des Proteintragetings . 

40 

Solche DNA-Sequenzen lassen sich ausgehend von der in 
SEQ ID NO: 1 beschriebenen DNA-Sequenz oder Teilen dieser 
Sequenzen, beispielsweise mit iiblichen Hybridisierungsverf ahren 
oder der PCR-Technik aus anderen Eukaryonten wie beispielsweise 
45 den oben genannt isolieren. Diese DNA-Sequenzen hybridisieren 
unter Standardbedingungen mit den genannten Sequenzen. Zur 
Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide vorteil- 
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haft von 20 bis 50 Nukleotiden lange verwendet. Es konnen aber ' 
auch langere Fragmente der erf indungsgema£en Nukleins^uren. oder 
die vollstandigen Sequenzen fur die Hybridisierung verwendet 
werden. Je nach der verwendeten Nukleinsaure : Oligonukleotid, 
5 l&ngeres Fragment oder vollst&ndige Sequenz oder je nachdem 
welche NukleinsSureart DNA oder KNA fur die Hybridisierung ver- 
wendet werden, variieren diese Standardbedingungen . So liegen 
beispielsweise die Schmelz temperaturen fixr DNA : DNA-Hybride ca. 
10°C niedriger als die von DNA:RNA-Hybriden gleicher LSnge. 

10 

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise je nach Nuklein- 
saure Temperaturen zwischen 42 und 58°C in einer w&firigen Puffer- 
losung mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC 
= 0,15 M NaCI, 15 mM Natriumcitrat, pH 7,2) oder zusStzlich in 

15 Gegenwart von 50 % Formamid wie beispielsweise 42 °C in 5 x SSC, 
50 % Formamid zu verstehen. Vorteilhaf terweise liegen die 
Hybridisierungsbedingungen ftir DNA : DNA-Hybr ide bei 0,1 x SSC und 
Temperaturen zwischen etwa 20°C bis 45°C, bevorzugt zwischen etwa 
30°C bis 45°C. Ftir DNA : RNA-Hybr ide liegen die Hybridisierungs- 

20 bedingungen vorteilhaf t bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen 
etwa 30°C bis 55°C, bevorzugt zwischen etwa 45°C bis 55°C. Diese 
angegebenen Temperaturen ftir die Hybridisierung sind beispielhaft 
kalkulierte Schmelz temper aturwerte f iir eine Nukleinsaure mit 
einer LSnge von ca. 100 Nukleotiden und einem G + C-Gehalt von 

25 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experimentellen Bedingungen 
fiir die DNA-Hybridisierung sind in -einschlSgigen Lehrbtichern der 
Genetik wie beispielsweise Sambrook et al . , "Molecular Cloning" , 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, beschrieben und lassen sich 
nach dem Fachmann bekannten Formeln beispielsweise abhangig von 

30 der L^nge der Nukleinsauren, der Art der Hybride oder dem G + C- 
Gehalt berechnen. Weitere Inf ormationen zur Hybridisierung kann 
der Fachmann folgenden Lehrbtichern entnehmen: Ausubel et al. 
(eds) , 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 1985, Nucleic Acids 

35 Hybridization: A Practical Approach, IRL Press at Oxford Uni- 
versity Press, Oxford; Brown (ed) , 1991, Essential Molecular Bio- 
logy: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press, 
Oxford. 

40 Weiterhin sind unter Derivaten Homologe der Sequenz SEQ ID No: 1 
beispielsweise eukaryontische Homologe, verkurzte Sequenzen, 
Einze 1st rang -DNA der codierenden und nichtcodierenden DNA-Sequenz 
oder RNA der codierenden und nichtcodierenden DNA-Sequenz zu 
verstehen . 
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A^Serdem sind unter Homologen der Sequenz SEQ ID NO: 1 Derivate 
wie beispielsweise Promotorvarianten zu verstehen. Diese 
Varianten konnen durch ein oder mehrere Nukleotidaustausche, 
durch Insertion (en) und/oder Deletion (en) ver&ndert sein, ohne 
5 da£ aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren 
beeintrachtigt sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch 
VerSnderung ihrer Sequenz in ihrer Wirksamkeit erhoht oder 
komplett durch wirksamere Promotoren auch artfremder Organismen 
ausgetauscht werden. 

10 

Unter Derivaten sind auch vorteilhaft Varianten zu verstehen, 
deren Nukleotidsequenz im Bereich -1 bis -2000 vor dem Startkodon 
so verSndert wurden, daS die Genexpression und/oder die Protein- 
expression verandert, bevorzugt erhdht wird- Weiterhin sind unter 
15 Derivaten auch Varianten zu verstehen, die am 3'-Ende verandert 
wurden. 

Die Nukleins&uresequenzen, die filr die erf indungsgem&fcen Proteine 
kodieren, k6nnen synthetisch hergestellt oder naturlich gewonnen 

20 sein oder eine Mischung aus synthetischen und nattirlichen DNA- 
Bestandteilen enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen 
Genabschnitten verschiedener Organismen bestehen. Im allgemeinen 
werden synthetische Nukleotid-Sequenzen mit Codons erzeugt, die 
von den entsprechenden Wirtsorganismen beispielsweise Pf lanzen 

25 bevorzugt werden. Dies ftihrt in der Regel zu einer optimalen 

Expression der heterologen Gene. Diese von Pf lanzen bevorzugten 
Codons kSnnen aus Codons mit der hdchsten ProteinhSuf igkeit 
bestimmt werden, die in den meisten interessanten Pf lanzenspezies 
exprimiert werden. Ein Beispiel fur Corynebacterium glutamicum 

30 ist gegeben in: Wada et al. (1992) Nucleic Acids Res. 

20:2111-2118) . Die Durchftihrung solcher Experimente sind mit 
Hilfe von Standardmethoden durchfuhrbar und sind dem Fachmann 
auf dem Gebiet bekannt. 

35 Funktionell aquivalente Sequenz en, die fur die erf indungsgemaSen 
Proteine kodieren, sind solche Derivate der erf indungsgemaSen 
Sequenz, welche trotz abweichender Nukleotidsequenz noch die 
gewQnschten Funktionen, das heiSt die biologische Aktivitat der 
Proteine besitzen. Funktionelle Aquivalente umfassen somit nattir- 

40 lich vorkommende Varianten der hierin beschriebenen Sequenzen 
sowie kiinstliche, z.B. durch chemische Synthese erhaltene, an 
den Codon-Gebrauch einer Pflanze angepa&te/ kunstliche Nukleotid- 
sequenz en. 

45 AuSerd'em sind artifizielle DNA- Sequenz en ge eigne t, solange sie, 
wie oben beschrieben, die gewtinschte Eigenschaf t beispielsweise 
das Targeting im Fettsaure- und/oder Lipidstof fwechsel ver- 
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mitteln. Solche artif iziellen DNA-Sequenzen konnen beispielsweise 
durch RQckubersetzung mittels Molecular Modelling konstruierter 
Proteine, die die biologische Aktivitat aufweisen, oder durch 
in vitro-Selektion ermittelt werden. Mogliche Techniken zur in 
5 vitro-Evolution von DNA zur Veranderung bzw. Verbesserung der 
DNA-Sequenzen sind beschrieben bei Patten, P. A. et al w Current 
Opinion in Biotechnology 8, 724-733 ( 1997) oder bei Moore, J.C. 
et al. ( Journal of Molecular Biology 272, 336-347 (1997). 
Besonders geeignet sind codierende DNA-Sequenzen, die durch 
10 Riickubersetzung einer Polypeptidsequenz gem§.£ der fiir die Wirts- 
pflanze spezifischen Codon-Nutzung erhalten werden. 

Als Bestandteile der erf indungsgem&£en Nukleinsauren seien 
Biosynthesegene des Fettsaure- und/oder des Lipidstof fwechels 
15 genannt wie vorteilhaft eine Sequenz die fiir Proteine aus der 
folgenden Gruppevon Proteinen codiert: 

Acyl-CoA-Dehy&rogenase (n) , Acyl-ACP[= acyl carrier protein] - 
Desaturase (n) , Acyl-ACP-Thioesterase (n) , Fettsaure-Acyl- 

20 Transferase (n) , Fettsaure-Synthase (n) , FettsSure-Hydroxylase (n) , 
Acetyl -Coenzym A-Carboxylase (n) , Acyl-Coenzym A-Oxidase (n) , 
Fetts&ure-Desaturase (n) , Fetts&ure-Acetylenasen, Lipoxygenases 
Triacylglycerol-Lipasen, Allenoxid-Synthasen,. Hydroperoxid-Lyasen 
und/oder FettsS/ure-Elongase (n) . Vorteilhaft handelt es sich dabei 

25 um Nukleinsauren, die far eines der folgenden Proteine codieren: 
Fettsaure-Acyl-Trans f erase (n) , A4-Desaturase, A5 -Desaturase, 
A6 -Desaturase, A9 -Desaturase, A12 -Desaturase, Al5-Desaturase 
und/oder eine Fettsaure-Elongase 

30 Die genannten Nukleinsaure-Sequenzen codieren fiir sogenannte 
Fusionsproteine kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins 
ein Polypeptid mit der in SEQ ID NO: 2 genannten Sequenz oder 
ein funktionell aquivalenter Teil davon ist. Der zweite Teil 
des Fusionsproteins kann z.B. ein weiteres Polypeptid mit 

35 enzymatischer Aktivitat wie beispielsweise die oben genannten 
Proteine sein. 

Vorteilhaft kSnnen die Nukleinsauren im erf indungsgemafcen Ver- 
fahren mit weiteren Genen der Fetts&urebiosynthese kombiniert 

40 werden. Beispiele fiir derartige Gene sind die Acetyltransf erasen, 
weitere Desaturasen oder Elongasen ungesattigter oder gesattigter 
Fettsauren wie in WO 00/12720 beschrieben* Fur die in-vivo und 
speziell in-vitro Synthese ist die Kombination mit z.B. NADH- 
Cytochrom B5 Reduktasen vorteilhaft, die Reduktionsaquivalente 

45 aufnehmen oder abgeben kdnnen. 
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Unter den im erf indungsgemafien Verfahren verwendeten Proteine 
sind Proteine zu verstehen, die eine in der Seguenz SEQ ID NO: 2 
dargestellte Aminoscluresequenz oder eine daraus durch Substi- 
tution, Inversion, Insertion oder Deletion von einem oder 
5 mehreren Aminosaureresten erh&ltliche Sec^aenz enthalten, wobei 
die biologische Aktivit&t des in SEQ ID NO: 2 dargestellten 
Proteins erhalten bleibt bzw. nicht wesentlich reduziert wird. 
Unter nicht wesentlich reduziert sind alle Proteine zu verstehen, 
die noch mindestens 10 %, bevorzugt 20 %, besonders bevorzugt 

10 30 % der biologischen Aktivitat des Ausgangsproteins aufweisen. 
Dabei k6nnen beispielsweise bestimmte Aminosauren durch solche 
mit ahnlichen physikochemischen Eigenschaf ten (Raumerfullung, 
BasizitSt, Hydrophobizitat etc.) ersetzt werden. Beispielsweise 
werden Argininreste gegen Lysinreste, Valinreste gegen Isoleucin- 

15 reste oder Asparagins&urereste gegen GlutaminsSurereste aus- 
getauscht. Es konnen aber auch ein oder mehrere Aminosauren in 
ihrer Reihenfolge vertauscht, hinzugefugt oder entfernt werden, 
oder es konnen mehrere dieser MaSnahmen miteinander kombiniert 
werden . 

20 

Unter Derivaten sind auch funktionelle Aquivalente zu verstehen, 
die insbesondere auch natiirliche oder kunstliche Mutationen 
einer ursprtinglich isolierten ftir die erf indungsgem&JSen Proteine 
codierende Sequenz beinhalten, welche weiterhin die gewunschte 

25 Funktion zeigen, das heiSt das deren biologische AktivitSt nicht 
wesentlich reduziert ist. Mutationen umfassen Subs ti tut ionen, 
Additionen, Deletionen, Vertauschungen oder Insertionen eines 
oder mehrerer Nukleotidreste. Somit werden beispielsweise auch 
solche Nukleotidseguenzen durch die vorliegende Erfindung mit 

30 umfaSt, welche man durch Modifikation der fur das Protein 
codierenden Nukleotidsequenz er-h&lt. Ziel einer solchen 
Modifikation kann z.B. die weitere Eingrenzung der darin 
enthaltenen codierenden Sequenz oder z.B. auch die Einfugung 
weiterer Restriktionsenzym-Schnittstellen sein. 

35 

Funktionelle Aquivalente sind auch solche Varianten, deren 
Funktion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Genfragment, 
abgeschwacht {= nicht wesentlich reduziert) oder verst&rkt ist 
(= biologische Aktivit&t ist starker als die Aktivitat des Aus- 
40 gangsprotein, das hei&t Aktivit&t ist hoher als 100 %, bevorzugt 
hoher als 110 %, besonders bevorzugt hoher als 130 %) . 

Die im erf indungsgema&en Verfahren verwendeten oben genannten 
Nukleins&uresequenzen werden vorteilhaft zum Einbringen in einen 
45 Wirtsorganismus in eine Expressionskassette (= Nukleins&ure- 

konstrukt) ins riert. Die Nukeinsauresequenzen k5nnen jedoch auch 
direkt in den Wirtsorganismus eingebracht werden. Die Nuklein- 
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s&uresequenz kann dabei vorteilhaf t beispielsweise eine DNA>- oder 
cDNA-Sequenz sein. Zur Insertion in eine Expressionskassette ge- 
eignet codierende Sequenzen sind beispielsweise solche, die das 
erfindungsgemSfce Proteintargeting ermoglichen. Diese Sequenzen 
5 konnen homologen oder heterologen Ursprungs sein. 

Unter einer Expressionskassette (= Nukleinsaurekonstrukt oder 
-fragment) ist die in SEQ ID NO: 1 genannte Sequenz, die sich als 
Ergebnis des genetischen Codes und/oder deren funktionellen oder 

10 nicht funktionellen Derivate zu verstehen, die mit einem oder 
mehreren Regulationssignalen vorteilhaf terweise zur ErhShung 
der Genexpression funktionell verknupf t wurden und welche die 
Expression der codierenden Sequenz in der Wirtszelle steuem. 
Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression 

15 der Gene und der Proteinexpression ermoglichen. Dies kann bei- 
spielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, daS das Gen erst 
nach Induktion exprimiert und/oder iiberexprimiert wird, oder da£ 
es sofort exprimiert und/oder \iberexprimiert wird. Beispielsweise 
handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen um Sequenzen 

20 an die Induktoren oder Repressoren binden und so die Expression 
der Nukleinsaure regulieren. Zusatzlich zu diesen neuen Regula- 
tionssequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die naturliche 
Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen Strukturgenen 
noch vorhanden sein und gegebenenf alls genetisch verandert worden 

25 sein, so da£ die naturliche Regulation ausgeschaltet und die 
Expression der Gene erhoht wurde. Das Genkonstrukt kann aber 
auch einfacher aufgebaut sein, das hei£t es wurden keine zusStz- 
lichen Regulationssignale vor die Nukleinsauresequenz oder dessen 
Derivate inseriert und der naturliche Promotor mit seiner Regula- 

30 tion wurde nicht entfernt. Stattdessen wurde die natiirliche 

Regulations sequenz so mutiert, da& keine Regulation mehr erfolgt 
und/oder die Genexpression gesteigert wird. Diese ver&nderten 
Promotoren konnen in Form von Teilsequenzen (= Promotor mit 
Teilen der erf indungsgem&£en Nukleins&uresequenzen) auch allein 

35 vor das natiirliche Gen zur Steigerung der Aktivit&t gebracht 
werden. Das Genkonstrukt kann auSerdem vorteilhaf terweise auch 
eine oder mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen" funktionell 
verkniipft mit dem Promotor enthalten, die eine erhohte Expression 
der Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 3 ' -Ende der DNA- 

40 Sequenzen kfinnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert 
werden wie weitere regulatorische Elemente oder Terminatoren . 
Die erf indungsgemaSen NukleinsSuresequenzen konnen in einer 
oder mehreren Kopien in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) 
enthalten sein. Auch eventuell mit exprimierte weitere Gene, die 

45 vorteilhaf t an der Fettsaurebiosynthese beteiligt sind, konnen in 
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eifier oder mehreren Kopien in der Expressionskassette vorhanden 
sein. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie 
5 oben beschrieben vorzugsweise die Genexpression der eingefuhrten 
Gene positiv beeinflussen und dadurch erhohen. So kann eine Ver- 
stSxkung der regulatorischen Elemente vorteilhaf terweise auf der 
Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale 
wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist 
10 aber auch eine Verstarkung der Translation mdglich, indem bei- 
spielsweise die Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

Als Promotoren im Nukleinsaurekonstrukt sind grunds&tzlich alle 
Promotoren geeignet, die die Expression von Fremdgenen in 

15 Organismen vorteilhaf t in Pflanzen oder Pilzen steuern k6nnen. 
Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzlichen 
Promotor oder Promotoren, die beispielsweise aus einem Pflanzen- 
virus entstammen. Vorteilhaf te Regulationssequenzen fur das 
erfindungsgem&&e Verfahren sind beispielsweise in Promotoren wie 

20 cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, lpp-, lac-, lpp-lac-, lacis-, 
T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, X-Pr- oder im X-P L -Promotor 
enthalten, die vorteilhaf terweise in gram-negativen Bakterien 
Anwendung finden. Weitere vorteilhaf te Regulationssequenzen sind 
beispielsweise in den gram-positiven Promotoren amy und SP02, in 

25 den Hefe- oder Pilzpromotoren ADC1, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH, 
TEF, rp28, ADH oder in den Pf lanzenpromotoren wie CaMV/35S 
[Franck et al . , Cell 21(1980) 285-294], SSU, OCS, lib4, STLS1, 
B33, nos (= Nopalin Synthase Promotor) oder im Ubiqui tin-Promo tor 
enthalten. Die Expressionskassette kann auch einen chemisch 

30 induzierbaren Promotor enthalten, durch den die Expression des 
exogenen Gens in den Organismen vorteilhaft in den Pflanzen zu 
einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige 
vorteilhafte Pf lanzenpromotoren sind beispielsweise der PRP1- 
Promotor [Ward et al., Plant. Mol. Biol . 22 (1993 ) , 361-366], ein 

35 durch Benzensulf onamid-induzierbarer (EP 388186) , ein durch 
Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al., (1992) Plant J. 
2,397-404), ein durch SalizylsSure induzierbarer Promotor 
(WO 95/19443), ein durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP335528) 
bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-induzierbarer 

40 (W093/21334) Promotor. Weitere Pf lanzenpromotoren sind beispiels- 
weise der Promotor der cytosolischen FBPase aus Kartoffel, der 
ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989) 
2445-245), der Promotor der Phosphoribosylpyrophosphat Amido- 
transf erase aus Glycine max (siehe auch Genbank Accession Nummer 

45 U87999) oder ein Nodien-spezif ischen Promotor wie in EP 249676 
konnen vorteilhaft verwandt werden. Vorteilhaft sind insbesonders 
solche pflanzlichen Promotoren, die die Expression in Geweben 
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oder Pf lanzenteilen/-organen sicherstellen, in denen die Fett- 
s&urebiosynthese bzw. dessen Vorstufen stattfindet wie beispiels- 
weise im Endosperm oder im sich entwickelnden Embryo. Insbeson- 
dere zu nennen sind vorteilhafte Promotoren, die eine samen- 
5 spezifische Expression gewahrleisten wie beispielsweise der USP- 
Promotor oder Derivate davon, der LEB4-Promotor , der Phaseolin- 
Promotor oder der Napin- Promotor . Der erf indungsgem&£ aufgefuhrte 
und besonders vorteilhafte USP-Promotor oder dessen Derivate 
vermitteln in der Samenentwlcklung eine sehr fruh Genexpression 

10 (Baeumlein et al., Mol Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67). Weitere 
vorteilhafte samenspezif ische Promotoren, die fur monokotyle und 
dikotyle Pflanzen verwendet werden kdnnen, sind die fur Dikotyle 
geeignete Promotoren wie ebefalls beispielhaf t angefiihrte Napin- 
gen-Promotor aus Raps (US5 , 608 , 152 ) , der Oleosin-Promotor aus 

15 Arabidopsis (W098/45461) , der Phaseolin-Promotor aus Phaseolus 
vulgaris (US5, 504, 200) , der Bce4-Promotor aus Bras si ca 
(WO91/13980) oder der Leguminosen B4-Promotor (LeB4, Baeumlein 
et al., Plant J., 2, 2, 1992: 233 - 239) oder f€Lr Monokotyle 
geeignete Promotoren wie die Promotoren des lpt2- oder lptl-Gens 

20 aus Gerste {W095/153 89 und WO95/23230) oder die Promotoren des 
Gersten Hordein-Gens , des Reis Glutelin-Gens , des Reis Oryzin- 
Gens, des Reis Prolamin-Gens , »:des Weizen Gliadin-Gens, des Weizen 
Glutelin-Gens, des . Mais Zein-Gens, des Hafer Glutelin-Gens, . 
des Sorghum Kasirin-Gens oder des Roggen Secalin-Gens, die in 

25 WO99/16890 beschrieben werden. 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die 
die Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in 
denen beispielsweise die Biosynthese von Fetts&uren, 5len und 

30 Lipiden bzw. deren Vorstufen stattfindet. Insbesondere zu nennen. 
sind Promotoren, die eine samenspezif ische Expression gew&hr- 
leisten. Zu nennen sind der Promotor des Napin-Gens aus Raps 
(US 5,608,152), des USP-Promotor aus Vicia faba (USP=unbekarmtes 
Samenprotein, Baeumlein et al., Mol Gen Genet, 1991, 225 (3): 

35 459-67), des Oleosin-Gens aus Arabidopsis (W098/45461) , des 

Phaseolin-Promotors (US 5,504,200) oder der Promotor des Legumin 
B4-Gens (LeB4; Baeumlein et al., 1992, Plant Journal, 2 (2) : 
233-9) . Weiterhin sind zu nennen Promotoren, wie der des lpt2 
oder lptl-Gens aus Gerste (W095/15389 und WO95/23230), die in 

40 monokotylen Pflanzen samenspezif ische Expression vermitteln. 

In der Expressionskassette (= Genkonstrukt , NukleinsSure- 
konstrukt) k6nnen wie oben beschrieben noch weitere Gene, die in 
die Organismen eingebracht werden sollen, en thai ten sein. Diese 
45 Gene kdnnen unter getrennter Regulation oder unter der gleichen 
Regulationsregion wie die erf indungsgema&en Nukleinsauren liegen. 
Bei diesen Genen handelt es sich beispielsweise um weitere Bio- 
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syhthesegene vorteilhaft der FettsSurebiosynthese, die eine ge- 
steigerte Synthese ermoglichen. Beispielsweise seien die Gene fiir 
die A15-, A12-, A9-, A6-, A5-, A4-Desaturase, die verschiedenen 
Hydroxylases die Acyl-ACP-Thioesterasen, p-Ketoacyl-Synthasen 
5 oder {J-Ketoacyl-Reductasen genannt. Vorteilhaft werden die 
Desaturasegene im Nukleins&urekonstrukt verwendet. 

Prinzipiell kSnnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren 
Regulationssequenzen wie die oben genannten fiir die erfindungs- 
10 gema£e Expressionskassette und das erf indungsgemaSe Verfahren, 
wie oben beschrieben, verwendet werden. Dariiberhinaus kdnnen auch 
synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

Es konnen verschiedene DNA-Fragmente manipuliert werden, um eine 
15 Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaSigerweise in der 

korrekten Richtung gelesen wird und die mit einem korrekten Lese- 
raster ausgestattet ist. Fiir die Verbindung der DNA-Fragmente 
(= erf indungsgem££e NukleinsSuren) miteinander kdnnen an die 
Fragmente Adaptoren oder Linker angesetzt werden, 

20 

ZweckmaSigerweise kSnnen die Promotor- und die Terminator- 
Regionen in Transkriptionsrichtung mit einem Linker oder Poly- 
linker, der eine oder mehrere Restriktionsstellen fiir die 
Insertion dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel 

25 hat der Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 
6 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Linker innerhalb 
der regulatorischen Bereiche eine Gro£e von weniger als 100 bp, . 
haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor 
kann sowohl nativ bzw. homolog als auch fremdartig bzw. hetero- 

30 log zum Wirtsorganismus beispielsweise zur Wirtspflanze sein. 
Die Expressionskassette beinhaltet in der 5 ' -3 ' -Transkriptions- 
richtung den Promotor, eine DNA-Sequenz, die fiir ein im 
erf indungsgemSSen Verfahren verwendetes Gen codiert und eine 
Region fiir die transkriptionale Termination. Verschiedene 

35 Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig austauschbar . 

Femer kdnnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnitt- 
stellen bereitstellen oder die iiberflussige DNA oder Restrik- 
tionsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 

40 Deletionen oder Substitutionen wie z.B. Transitionen und Trans - 
versionen in Frage kommen, konnen In vi tro-Mutagenese , -primer- 
repair-, Restriktion oder Ligation verwendet werden. Bei geeig- 
neten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, -chewing-back- oder 
Auffiillen von Uberhangen fiir -blunt ends-, konnen komplementare 

45 Enden der Fragmente fur die Ligation zur Verfugung gestellt 
werden . 
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Von Bedeutung filr eine vorteilhafte hone Expression kann u.a, 
das Anhangen des spezifischen ER-Retentionssignals SEKDEL sein 
(Schouten, A. et al . , Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781-792), die 
durchschnittliche Expressionshohe wird damit verdreifacht bis 
5 vervierf acht . Es konnen auch andere Retentionssignale, die natur 
licherweise bei im ER lokalisierten pf lanzlichen und tierischen 
Proteinen vorkommen, fur den Aufbau der Kassette eingesetzt 
wer den . 

10 Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Poly- 

adenylierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen 
T-DNA-Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium tumef aciens , 
insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti- 
Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al,, EMBO J. 3 (1984), 

15 835 ff ) oder entsprechende funktionelle Aquivalente. 

Die Herstellung eines Nukleinsaurekonstruktes erfolgt durch 
Fusion eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten 
erf indungsgema£en Nukleinsauresequenz sowie einem Poly- 

20 adenylierungs signal nach gangigen Rekombinations- und 

Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, 

25 Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al.. 
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. 
and Wiley- Interscience (1987) beschrieben werden. 

30 Die DNA Sequenz codierend fur eine Lipidkorper lipoxygenase aus 
Gurke beinhaltet alle Sequenzmerkmale , die notwendig sind, um 
eine dem Ort der Fettsaure-, Lipid- oder Olbiosynthese korrekte 
Lokalisation zu erreichen. Daher sind keine weiteren Targeting- 
sequenzen per se notwendig. Allerdings kann eine solche Lokali- 

35 sation wiinschenswert und vorteilhaft sein und daher kttnstlich 
verandert oder- vers tar kt werden, so dafi auch solche Fusions- 
konstrukte eine bevorzugte vorteilhafte Aus fuhrungs form der 
Erfindung sind. 

40 Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in 
Plastiden gew&hrleisten. Unter bestimmten Umstanden kann auch 
ein Targeting in andere Kompartimente (referiert: Kermode, Crit. 
Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 285-423) z.B. in in die Vakuole, 
in das Mitochondrium, in das Endoplasmatische Retikulum (ER) , 

45 Peroxisomen, Lipidkorper oder durch ein Fehlen entsprechender 
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beispielsweise in E. coli pLG338, pACYC184, pBR-Serie wie z i .B. 
pBR322, pUC-Serie wie pUC18 oder pUC19, M113mp-Serie, pKC30, . 
pRep4, pHSl, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-IlH 13 -Bl , 
Xgtll Oder pBdCI, in Streptomyces pIJlOl, pIJ364, pIJ702 oder 
5 pIJ361, in Bacillus pUBHO, pC194 oder pBD214, in Corynebacterium 
pSA77 oder pAJ667, in Pilzen pALSl, pIL2 oder pBB116, weitere 
vorteilhafte Pilzvektoren werden von Romanos, M.A. et al., 
[(1992) "Foreign gene expression in yeast:, a review", Yeast 8: 
423-488] und von van den Hondel, C .A.M. J - J . et al. [(1991) 

10 "Heterologous gene expression in filamentous fungi] sowie in More 
Gene Manipulations in Fungi [J.W. Bermet & L.L. Lasure, eds., 
p. 396-428: Academic Press: San Diego] und in "Gene transfer 
systems and vector development for filamentous fungi* 4 [van den 
Hondel, C . A.M. J . J . £c Punt, P.J. (1991) in: Applied Molecular 

15 Genetics of Fungi, Peberdy, J.F. et al., eds., p. 1-28, Cambridge 
University Press: Cambridge] beschrieben. Vorteilhafte Hefe- 
vektoren sind beispielsweise 2pM, pAG-1, YEp6, YEpl3 oder pEM- 
BLYe23. Beispiele fur Algen- oder Pf lanzenvektoren sind pLGV23, 
pGHlac + , pBIN19, pAK2004, pVKH oder pDH51 (siehe Schmidt, R. and 

20 Willmitzer, L., 1988). Die oben genannten Vektoren oder Derivate 
der vorstehend genannten Vektoren stellen eine kleine Auswahl der 
moglichen Plasmide dar. Weitere Plasmide sind dem Fachmann wohl 
bekannt und kdnnen beispielsweise aus dem Buch Cloning Vectors 
(Eds. Pouwels P.H.- et al. Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 

25 1985 , ISBN 0 444 904018) entnommen werden. Geeignete pflanzliche 
Vektoren werden unter anderem in "Methods in Plant Molecular 
Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-119 be- 
schrieben. Vorteilhafte Vektoren sind sog* shuttle-Vektoren oder 
bin&re Vektoren, die in E. coli und Agrobacterium replizieren. 

30 

Unter Vektoren sind aufeer Plasmiden auch alle anderen dem 
Fachmann bekannten Vektoren wie beispielsweise Phagen, Viren wie 
SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare DNA zu 
35 verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus 
repliziert oder chromosomal repliziert werden, bevorzugt ist 
eine chromosomale Replikation. 

Xn einer weiteren Ausgestaltungsf orm des Vektors kann die 
40 erf indungsgemafie Expressionskassette auch vorteilhaf terweise in 
Form einer linearen DNA in die Organismen eingeftihrt werden und 
uber heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des 
Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus 
einem linear is ier ten Plasmid oder nur aus der Expressionskassette 
45 als Vektor oder den erf indungsgemafcen Nukleins&uresequenzen 
bestehen. 
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In- einer weiteren vorteilhaf ten Ausfuhrungsf orm karm die 
erf indungsgemaSe Nukleinsauresequenz auch alleine in einen 
Organismus eingebracht werden. 

5 Sollen neben der erf indungsgem&&en Nukleinsauresequenz weitere 
Gene in den Organismus eingefuhrt werden, so konnen alle zusaramen 
rait einem Reportergen in einem einzigen Vektor oder jedes ein- 
2elne Gen mit einem Reportergen in je einem Vektor oder mehrere 
Gene zusammen in verschiedenen Vektoren in den Organismus ein- 
10 gebracht werden, wobei die verschiedenen Vektoren gleichzeitig 
oder sukzessive eingebracht werden konnen. 

Der Vektor enth§.lt vorteilhaft mindestens eine Kopie der 
erf indungsgem&&en Nukleinsauresequenz en und/oder der Express ions- 
15 kassette. 

Beispielhaft kann die pflanzliche Expressionskassette in den 
Trans format ions vektor pRT {(a) Toepfer et al., 1993, Methods 
Enzymol., 217; 66-78; (b) Toepfer et al. 1987, Nucl. Acids. Res, 
20 15: 5890 ff.) eingebaut werden. 

Alternativ kann ein rekorabinanter Vektor (- Express ions vektor) 
auch in-vitro transkribiert und translatiert werden / z.B. durch 
Nutzung des T7 Promotors und der T7 RNA Polymerase. 

25 

In Prokaryoten verwendete Express ions vektor en nutzen haufig 
induzierbare Systeme mit und ohne Fusionsproteinen bzw Fusions- 
oligopeptides wobei diese Fusionen sowohl N-termixial als auch C- 
terminal oder anderen nutzbaren DomSnen eines Proteins erf olgen 

30 k6nnen. Solche Fusionsvektoren dienen in der Regel dazu: i.) die 
Express ionsrate der RNA zu erhohen ii.) die erzielbare Protein- 
syntheserate zu erhShen, iii.) die Loslichkeit des Proteins zu 
erhShen, iv. ) oder die Reinigung durch einen fiir die Af f initSts- 
chromatographie nutzbare Bindesequenz zu vereinf achen . HSufig 

35 werden auch proteolytische Spaltstellen liber Fusionsproteine 
eingefiihrt, was die Abspaltung eines Teils des Fusionsproteins 
auch der Reinigung erm6glicht. Solche Erkennungssequenzen fiir 
Proteasen erkennen sind z.B. Faktor Xa, Thrombin und Entero- 
kinase . 

40 

Typische vorteilhafte Fusions- und Expressionsvektoren sind pGEX 
[Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. and Johnson, K.S. (1988) Gene 
67: 31-40], pMAL (New England Bio labs , Beverly, MA) and pRITS 
(Pharmacia, Piscataway, NJ) welches Glutathion S-transf erase 
45 beinhaltet (GST) , Maltose Bindeprotein , oder Protein A. ■ 
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Weitere Beispiele ftir E. coli Expressionsvektoren sind pTrc* 
[Amann et al., (1988) Gene 69:301-315] und pET Vektoren [Studier 
et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, 
Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89; Stratagene, 
5 Amsterdam, Niederlande] . 

Weitere vorteilhaf te Vektoren zur Verwendung in Hefe sind pYep- 
Secl (Baldari, et al., (1987) JSnzbo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan 
. and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al., 

10 (1987) Gene 54:113-123), and pYES-Derivate (Invitrogen 

Corporation, San Diego, CA) . Vektoren fur die Nutzung in fila- 
mentdsen Pilzen sind beschrieben in: van den Hondel, C . A . M . J . J . & 
Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector development 
for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, 

15 J.F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: 
Cambridge . 

Alternativ konnen auch vorteilhaft Insektenzellexpressions- 
vektoren genutzt werden z.B. fiir die Expression in Sf 9 Zellen. 
20 Dies sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al. (1983) 
Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) und der pVL series (Lucklow and 
Summers (1989) Virology 170 : 31-39 ) . 

Des weiteren kbnnen zur Genexpression vorteilhaft Pflanzen- 
25 zellen oder Algenzellen genutzt werden. Beispiele ftir Pflanzen- 
expressionsvektoren finden sich in Becker, D., et al. (1992) 
"New plant binary vectors with selectable markers located 
proximal to the left border". Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197 
oder in Bevan, M.W. (1984) "Binary Agrobacterium vectors for 
30 plant transformation" , Nucl. Acid. Res. 12: 8711-8721. 

Weiterhin k6nnen die erf indungsgemaEen Nukleins&uresequenzen 
in Saugerzellen exprimiert werden. Beispiel fur entsprechende 
Expressionsvektoren sind pCDM8 und pMT2PC genannt in: Seed, B. 

35 (1987) Nature 329:840 oder Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6: 

187-195) . Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren viralen 
Ursprungs wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, Cyto- 
megalovirus oder Simian Virus 40. Weitere prokaryotische und 
eukaryotische Expressionssysteme sind genannt in Kapitel 16 und 

40 17 in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
2nd, ed. , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. 
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Da's Einbringen der erf indungsgem&fcen NukleinsSuren, der 
Expressionskassette oder des Vektors in Organismen beispiels- 
weise in Pflanzen kann prinzipiell nach alien dem Fachmann 
bekannten Methoden erfolgen. 

5 

Fur Mikroorganismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den 
Lehrbuchern von Sambrook, J. et al, (1989) Molecular cloning: 
A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, von 
F.M. Ausubel et al . (1994) Current protocols in molecular bio- 
10 logy, John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al., DNA Cloning 
Vol.1, (1995), IRL Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al. 
(1994) Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Habor Laboratory 
Press oder Guthrie et al . Guide to Yeast Genetics and Molecular 
Biology, Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. 

15 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pf lanze wird 
als Transformation bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Trans formation und Regeneration von Pflanzen aus 
Pflanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 

20 Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplasten- 
trans formation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme , 
das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die sogenannte 
particle bombardment Methode -, die Elektroporation, die Inku- 
bation trockener Embryonen in DNA-hal tiger Losung, die Mikro- 

25 injektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. 
Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al., 
Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, 
Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. 
Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. 

30 Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. 
Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 
12 (1984) 8711) . Mit einem solchen Vektor trans formierte Agro- 

35 bakterien k6nnen dann in bekannter Weise zur Transformation von 
Pflanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen, wie z.B. von Tabak- 
pflanzen, verwendet werden, indem beispielsweise verwundete 
Blatter oder Blattstttcke in einer Agrobakterienlosung gebadet und 
anschlieEend in geeigneten Medien kultiviert werden. Die Trans- 

40 formation von Pflanzen mit Agrobacterium tumefaciens wird bei- 
spielsweise von Hofgen und Willmitzer in Nucl. Acid Res. (1988) 
16, 9877 beschrieben oder ist unter anderem bekannt aus F.F. 
White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 

45 S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38. 
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Mit einem wie oben beschriebenen Expressionsvektor trans formiert'e 
Agrobakterien k6nnen ebenfalls in bekannter Weise zur Trans- 
formation von Pflanzen wie Testpflanzen wie Arabidopsis oder 
Kulturpf lanzen wie Getreide, Mais, Hafer, Roggen, Gerste, Weizen, 
5 Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerriibe, Canola, Triticale, Reis, 
Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, Kaffee, 
Kakao, Tee, Karotte, Paprika, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, 
Tagetes, Alfalfa, Salat und den verschiedenen Baum-, Nu£- und 
Weinspezies, insbesondere von Ol-haltigen Kulturpf lanzen, wie 

10 Soja, Erdnufe, Rizinus, Borretsch, Lein, Sonnenblume, Canola, 
Baumwolle, Flachs, Raps, Kokosnu£, 6lpalme, F&rbersaf lor 
(Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne verwendet werden, z.B. 
indem verwundete Blatter oder Blattstticke in einer Agrobakterien- 
16sung gebadet und anschliefcend in geeigneten Medien kultiviert 

15 werden. 

Die genetisch veranderten Pf lanzenzellen konnen iaber alle dem 
Fachmann bekannten Methoden regeneriert werden. Entsprechende 
Methoden k6nnen den oben genannten Schriften von S.D. Kung und 
20 R; Vtfu, Potrykus oder H6fgen und Willinitzer entnommen werden. 

Als Organismen bzw. Wirtsorganismen fur die erf indungsgem&Sen 
Verfahren verwendeten Nukleinsauren, das verwendete Nukleins&ure- 
konstrukt oder den verwendeten Vektor eignen sich prinzipiell 

25 vorteilhaft alle Organismen, die in der Lage sind Fetts&uren 
speziell ungesSttigte Fetts&uren zu synthetisieren bzw. fur die 
Expression rekombinanter Gene geeignet sind. Beispielhaft seien 
Pflanzen wie Arabidopsis, Asteraceae wie Calendula oder Kultur- 
pf lanzen wie Brassica, Linium, Soja, ErdnuS, Rizinus, Sonnen- 

30 blume, Mais, Baumwolle, Flachs, Raps, Kokosnufi, Olpalme, F&rber- 
saflor (Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne, Mikroorganismen 
wie Hefen beispielsweise die Gattungen Yarrowia oder Saccharo- 
myces, Pilze beispielsweise die Gattung Mortierella, Saprolegnia 
oder Pythium, Bakterien wie die Gattung Escherichia, Cyano- 

35 bakterien, Ciliaten, Algen oder Protozoen wie Dinof lagellaten wie 
Crypthecodinium genannt. Bevorzugt werden Organismen, die natlir- 
licherweise 5le in groSeren Mengen synthetisieren kdnnen wie 
Hefen wie Saccharomyces cereviseae oder Yarrowia lypolytica, 
Pilze der Gattungen Mortierella, Traustochytrium oder Pythium wie 

40 Mortierella alpina, Pythium insidiosum oder Pflanzen wie Brassica 
napus, Linium usitatissimum, Soja, Raps, KokosnuE, filpalme, 
FSrbersaf lor , Rizinus, Calendula, Erdnufi, Kakaobohne oder Sonnen- 
blume, besonders bevorzugt werden Soja, Raps, Sonnenblume, 
Rizinus, Mortierella oder Pythium. Prinzipiell sind als Wirts- 

45 organismen auch transgene Tiere geeignet beispielsweise 
C . elegans . 
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Niftzbare Wirtszellen sind weiterhin genannt in: Goeddel, Gene 
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, 
San Diego, CA (1990) . 

5 Verwendbare Expressionsstamme z.B. solche, die eine geringere 
ProteaseaktivitSt aufweisen sind beschrieben in: Gottesman, S., 
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic 
Press, San: Diego, California (1990) 119-128. 

10 Dabei kann je nacli Wahl des Promotors die Expression der 
erfindungsgemaSen Nukleins&uresequenzen spezifisch in den 
Blattern, in den Samen, den Knollen oder anderen Teilen der 
Pflanze erfolgen. Solche Fetts^uren, 5le oder Lipide ttber- 
produzierenden transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut , sowie 

15 deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile, sind ein weiterer 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ein bevorzugter 
erf indungsgem&Eer Gegenstand sind transgene Pflanzen beispiels- 
weise Kulturpf lanzen wie Mais, Hafer, Roggen, Weizen, Gerste, 
Mais, Reis, Soja, ZuckerrCibe , Canola, Triticale, Sonnenblume, 

20 Flachs, Hanf, Tabak, Tomate, Kaffee, Kakao, Tee, Karotte, 
Paprika, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, Tagetes, Alfalfa, 
Salat und den verschiedenen Baum-, NuE- und Weinspezies, 
Kartoffel, insbesondere 5l-haltige Kulturpf lanzen, wie Soja, 
ErdnuE, Rizinus, Borretsch, Lein, Sonnenblume, Canola, Baum- 

25 wolle, Flachs, Raps, KokosnuE, Slpalme, FSxbersaf lor (Carthamus 
tinctorius) oder Kakaobohne, Testpf lanzen wie Arabidopsis 
oder sonstige Pflanzen wie Moose oder Algen enthaltend eine 
erf indungsgemaEe funktionelle Nukleins&uresequenz oder eine 
funktionelle Expressionskassette. Funktionell bedeutet hierbei, 

30 daE ein biologisch aktives Protein gebildet wird. 

Die Expressionskassette oder die erf indungsgemafien Nukleins&ure- 
sequenzen enthaltend eine erf indungsgemaEe Nukleinsauresequenz 
kann daruber hinaus auch zur Trans format ion der oben beispielhaft 
35 genannten Organismen wie Bakterien, Cyanobakterien, filamentosen 
Pilzen, Ciliaten, Tiere oder Algen mit dem Ziel einer Erh6hung 
des Gehaltes an FettsSuren, Olen oder Lipiden eingesetzt werden. 
Bevorzugte transgene Organismen sind Hefen, Pilze oder Pflanzen, 
besonders bevorzugt Pflanzen. 

40 

Unter transgenen Organismen sind Organismen zu verstehen, die 
eine Fremde aus einem anderen Organismus stammende Nukleins^ure, 
die fur ein im erf indungsgemaEen Verfahren verwendetes Protein 
kodiert, en thai ten. Unter transgenen Organismen sind auch 
45 Organismen zu verstehen, die eine Nukleinsaure , die aus demselben 
Organismus stammt, enthS.lt, wobei diese Nukleinsaure als zusatz- 
liche Genkopie enthalten ist oder nicht in der natGrlichen 
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Nukleinsaureumgebung der erf indungsgemaSen Nukleinsaureseguenz 
enthalten ist. Transgene Organismen sind auch Organismen bei 
denen die naturliche 3'- und/oder 5 ' -Region der erf indungsgemafien 
Nukleinsaure durch gezielte gentechnclogische VerSnderungen 
5 gegeniiber dem Ausgangsorganismus verandert wurde. Bevorzugt sind 
transgene Organismen bei denen eine Fremd-DNA eingebracht wurde. 
Besonders bevorzugt sind transgene Pflanzen. Unter transgenen 
Pflanzen sind einzelne Pf lanzenzellen und deren Kulturen wie 
beispielsweise Kalluskulturen auf Festmedien oder in Fltissig- 
10 kultur, Pflanzenteile und ganze Pflanzen zu verstehen. 

Beispiele: 

Pflanzenmaterial und Zellf raktionierung 

15 

Gurkensamen wurden im Dunkeln bei 26°C 2 oder 4 Tage, wie fur jede 
einzelne Preparation angegeben / keimen gelassen. Die Kotyledonen 
wurden geerntet und homogenisiert, indent sie wie zuvor beschrie- 
ben [Kindl, H. et al., Methods Enzymol., 96, 1983: 700-715] mit 

20 einem Skalpell zerschnitten wurden. Nach der Entf ernung von Zell- 
trtimmern und dif f erentieller Zentrifugation wurden die Sedimente 
der Zentrifugation bei 10 000 x g oder der Zentrifugation bei 
100 000 x g in einem Saccharosegradienten gemafi [Sturm, A* 
et al., FEBS Lett-., 160, 1983: 165-168] sedimentiert oder 

25 flotiert. Eine rohe Lipidkorperf raktion wurde erhalten, indent der 
Uberstand einer kurzen (10 min) Zentrifugation bei 2000 x g einer 
Zentrifugation fur 30 min bei 10 000 x g unterworfen und die iirt 
oberen Abschnitt des Zentrifugenrahrchens gebildete Lipidschicht 
entnommen wurde. Die weitere Reinigung der LipidkSrper erfolgte 

30 durch leichtes Suspendieren der Lipids chicht und wiederholtes 
Flotieren [Sturm, A. et al., Eur. J. Biochem. , 150, 1985: 
461-468] . 

Tabakpflanzen wurden bei 22°C unter Dauerbelichtung (2000 lux) 
35 in Magenta-K&sten kultiviert. Die Medien zur Zuchtung von Trans- 
formanten waren gemS.fi [Horsch, R. B. et al., Science 227, 1985: 
1229-1231; Jefferson, R. A. et al., EMBO J., 6, 1987: 3901-3907]. 

Plasmidkonstruktionen und Preparation von Proteinen 

40 

Zur Herstellung von Deletions formen der LBLOX wurde CSLBLOX-221 
im Vektor pSport-1 [Hohne, M. et al . , Eur. J. Biochem. , 241, 
1996: 6-11] verwendet. Eine N-terminale Deletion wurde herge- 
stellt, indem CSLBLOX-221 zuerst mit Smal/Ndel und anschlieSend 
45 mit HaeXIX gespalten wurde. Nach der Ligation in pSport-1 (Life 
Technologies) wurde dieses Konstrukt, bei dem die ersten 80 
Nukleotide von pCSLBLOX-221 deletiert waren [Hohne, M. et al., 
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Eur. J. Biochem. , 241, 1996: 6-11], als LBLOXA80N bezeichnet. 
Nach der Herstellung von mRNA mittels in vitro-Transkription 
begann die Translation des entsprechenden Proteins bei einem 
Methioninrest , der dem Nukleotid 192 von pCSLBLOX-221 entsprach, 
5 und dem Protein fehlten somit die 48 N-terminalen AminosSurereste 
der Wildtyp-LBLOX. Sowohl LBLOXA51 als auch LBLOXA96 war en 
Deletionen im C-terminalen Bereich stromabw&rts des Aminosaure- 
restes 696. LBLOXA51 und LBLOXA9 6 wiesen Deletionen von 51 oder 
96 Aminosaureresten hinter der Position 696 auf , besafcen aber 

10 den ursprunglichen C-Terminus. Fiir diese Praparationen wurde die 
Jtfscl-Stelle bei Nukleotid 2128 von p-CSLBLOX-221 zur Spaltung 
eingesetzt, und das stromauf warts gelegene Fragment wurde an 
die entsprechenden C-terminalen Fragmente, die mittels PGR her- 
gestellt wurden / ligiert. Zur Konstruktion von LBLOXA504 wurden 

15 die JNdel-Stelle von pCSLBLOX-221 bei Nukleotid 1450 und die Aa- 
£II-Stelle stromabw&rts des Translationsstops von pCSLBLOX-221 
zur Deletion des gesamten C-terminalen Teils von LBLOX verwendet. 
Nach Herstellung glatter Enden und Religierung dieser Stellen 
. fehlte dem entsprechenden Protein, das mittels in vitro- 

20 Transkription/Translation des Konstrukts hergestellt wurde, 
die C-terminale H&lfte des LBLOX-Molekuls . 

Zur Klonierung eines Fusionsproteins, GST-LBL0X244 , wurde als 
N-terminaler Teil ein Fragment, das aus der 26 kDa grofien 

25 Glutathi on-S- trans ferase-DomSne [Smith, D. B. et al., Gene, 67, 
1988: 31-40] von Schistosoma, japonicum stammte, und als 
C-terminaler Teil der N-terminale Abschnitt von LBLOX, der aus 
244 Aminosaureresten besteht, verwendet . Unter Verwendung des 
BamHI/-XhoI-gespaltenen Genfusionsvektors pGEX-4T-3 (Pharmacia) 

30 und eines 732 Nukleotide groSen Fragmentes, das den Aminosaure- 
resten 1-244 von LBLOX entsprach, fur die Klonierung und als 
Af f initatsmarkierung fur die Proteinreinigung wurde das Fusions- 
protein GST-LBL0X2 4 4 mittels Chromatography e auf Glutathion- 
Sepharose 4B (Pharmacia) isoliert. 

35 

Die Expression von LBLOX in Bakterien wurde nach Klonieren des 
Inserts von pCSLBLOX-221 in einen pQE-Vektor (Quiagen) durch- 
gefiihrt. Zur Herstellung von LBLOX mittels in vitro-Translation 
wurde die im Vektor pSport-1 enthaltene LBLOX-Sequenz, 

40 pCSLBLOX-221 [Hohne, M. et al., Eur. J. Biochem., 241, 1996: 
6-11] , mit Aatll gespalten, unter Verwendung von T7-Polymerase 
transkribiert und in Retikulozytenlysat translatiert . Ebenso 
wurde das Patatin-Shnliche Protein (das mit Phospholipase A2 
identisch ist) mittels in vitro-Transkription/Translation unter 

45 Verwendung von pCSPAT-291 und der PLA-cDJMA unter Kontrolle des 
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T7-Promotors erhalten [May. C.et al., Biochim. Biophys . Acta 
1393, 1998: 267-276] . 

Transfektion von Tabak 

5 

Unter Verwendung des Vektors pBI121 (Clontech) , der den 35S-RNA- 
Promotor des Blumenkohlmosaikvirus , die kodierende Region des 
£-Glucuronidase-Gens und den NOS-Terminator enth&lt, wurde das 
Konstrukt pBI121AGUS hergestellt, indent die GUS-Kassette mit Smal 

10 und Sstl ausgeschnitten und unter Verwendung von T4-DNA-Poly- 
merase ein glattes Ende hergestellt wurde. Im Vektor pSport-1 
enthaltenes LBLOX [Hohne, M. et al., Eur. J. Biochem. , 241, 1996: 
6-11] wurde mit Sinai /BairiHI ausgeschnitten, mit einem BairiHl -Linker 
ligiert und in den BairiHI-gespaltenen dephosphorylierten Vektor 

15 pBI121AGUS eingebracht. Das Produkt, pBI121AGUS-LBLOX, wurde 
entweder fur die Transformation in Agrrobac terium tumefaclens 
verwendet oder weiter zu pBI121AGUS-LBLOX-HA 3 modifiziert. 
Die Konstruktion des letzteren Plasmids wurde durchgefuhrt , 
indem eine einzige Sacl-Stelle hinter dem Nukleotid 252 von 

20 pCSLBLOX-221 verwendet wurde. Nach der Spaltung mit Sad und 

Dephosphorylierung wurde eine dreifache Hamagglutinin-Markierung 
(HA-Markierung) , die mit einer Sacl-Stelle ausgestattet war, 
inseriert. Unter Berucksichtigung der 3 -YPYDVPDYA-Sequenzen und 
der Linker betrug* die Gesamtlange des Inserts 30 AminosSuren. 

Agrobacterlum tuznefaciensr LB-A4404 wurde mit pBI121AGUS-LBL0X 
oder pBI121AGUS-LBLOX-HA 3 nach dem Gef rier-Auf tau-Verf ahren trans - 
formiert. Diese Bakterien wurden zur Transformation von Blatt- 
scheiben von Nicotlana tabacum cv. Petit Havanna SR-1 gem&£ dem 

30 etablierten Verfahren von Horsch et al. [Science 227, 1985: 

1229-1231] verwendet. Die Sprosse wurden auf Linsmaier-und-Skoog- 
Medium, das mit 0,5 mg/1 N-Benzylaminopurin, 500 mg/1 Cefotaxim 
und 75 mg/1 Kanamycin angereichert war, selektiert. Kanamycin- 
resistente Pflanzen mit erhohten LOX-Spiegeln wurden vegetativ 

35 vermehrt . 

Preparation von HA-markiertem LBLOX durch Expression in Tabak 

Blotter homozygoter Kanamycin-res is tenter Tabaklinien, die das 
40 pBI121AGUS-LBLOX-HA 3 -Kohstrukt enthielten, wurden in 50 mM Hepes- 
NaOH, pH 7,4, 5 mM MgCl 2 , 0,5 mM EDTA, 50 mM KC1, 2,5 mM 
Dithiothreitol, 2 mM Phenylmethylsulf onylf luorid und 15% (Gew./ 
Gew.) Saccharose (Puffer A) in Anwesenheit von Polyvinyl - 
pyrrolidon (25 000) (Merck) homogenisiert . Nach den Zentri- 
45 fugationen wurde der Uberstand der 100 000 x g Zentrifugation 
entsalzt, eingeengt und auf einer groSen Biogel-A-1, 5-Saule 
f raktioniert . Fraktionen, die dem 100 kDa-Bereich entsprachen 
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urid mittels Western-Blots unter Verwendung von ant i-HA-Anti serum 
analysiert worden waren, wurden gesammelt. Dieses mutierte LBLOX- 
Protein enthielt hinter dem Aminosaurerest 68 des Wildtyp-Enzyms 
eine Insertion von 30 Aminos&ureresten, die einer dreifachen HA- 
5 Markierung entsprach, und hatte eine theoretische Molekulmasse 
von 104 kDa. Dieser GroSenunterschied zwischen dem Wildtyp- und 
dem rekombinanten Protein wurde mittels SDS-PAGE eindeutig nach- 
gewiesen. 

10 Radioaktive Markierung von Proteinen mittels in vitjro-Synthese 

Die Translation wurde unter Verwendung von gereinigten mRNAs, 
Retikulozytenlysat und [ 35 S] L-Methionin in Anwesenheit oder 
Abwesenheit von Hundepankreas-Mikrosomen durchgefuhrt . Alternativ 
15 wurden aus Gurken-Kotyledonen praparierte Mikrosomen fur 
co-translationale oder post-translationale Transport as says 
verwendet . 

Markierung von Proteinen mittels in vivo-Proteinsynthese 

20 

Experimente zur radioaktiven Markierung in vivo wurden als kurze 
Puls-Experimente mit Kotyledonen von 4 Taqe lang gekeimten Keim- 
lingen durchgefuhrt. Funf g Kotyledonen wurde in Stiicke von 2 mm 
geschnitten und mit 8 MBq t 35 S] L-Methionin (40 TBq/mmol) 15 min 
25 inkubiert. Die vorsichtige Homogenisierung und Herstellung von 
Subfraktionen wurde wie vorstehend beschrieben durchgefuhrt. 

Verabreichung von 45 Ca 2+ und Analyse der LipidkSrperf raktion 

30 Zwei g Kotyledonen, die von 2,5 Tage (= T) im Dunkeln bei 26°C 
gewachsenen Gurkenkeimlingen gesammelt worden war en, wurden in 
Stiicke geschnitten und im Dunkeln 3 Std. mit 6 MBq <5Ca 2+ (8 GBq/ 
mmol) inkubiert. Nach der Homogenisierung durch Zerkleinern mit 
einem Skalpell in Anwesenheit von Puffer A wurde das Homogenat 

35 25 min bei 2000 x g zentrifugiert . Nach dem Entfernen der 

obersten Schicht, die Lipidkorper enthielt, und Dekantieren vom 
Sediment wurde der Extrakt einer Zentrifugation ftir 1 Std. bei 
100 000 x g unterworfen. 

40 Die Fraktion, die die Lipidkorper enthielt, wurde in Puffer A 
resuspendiert , auf 30% (Gew./Gew.) Saccharose eingestellt und 
mit Puffer A Oberschichtet . Nach Zentrifugation bei 100 000 g 
fur 1 Std. wurden die flotierten Lipidkorper gesammelt und ver- 
schiedenen Waschverf ahren unterworfen. 

45 
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Preparation von Liposomen * 

Liposomen wurden gemafc [Woodle, M C. & Papahadjopoulos , D. , 
Methods Enzymol. 171, 1989: 193-217] aus einem rohen Sojabohnen- 
5 lecithin-Gemisch (Sigma) oder aus definiertem Dilinoleoyl- 
phosphatidylcholin, mit oder ohne Zugabe des Serinderivates , 
als unilamellare Vesikel hergestellt . Routinem&fcig betrug unter 
Verwendung von Detergenzsolubilisierung und -entfernung das Mol- 
verhaltnis von Dilinoleoylphosphatidylcholin zu Natriumcholat 

10 0,6:1,0. Die Effizienz der Dergenzentf ernung mittels Dialyse in 
der mit einer PMIO-Membran ausgeriisteten Ami con -Rammer wurde 
kontrolliert [Yamazaki, N. et al., Methods Enzymol. 242, 1994: 
56-65]. Die Gro£e der Vesikel wurde unter dem Mikroskop durch 
Vergleich mit der Grofce (10 ± 0,5 lira) von MonoQ-Perlen (Pharmacia) 

15 bestimmt. Fur bestimmte Experimente wurden Triacylglyceride 

(Trilinolein) in die Liposomen eingebaut, so dass Phospholipid- 
bedeckte Lipidtropf chen erhalten wurden, die mit "schwarzen" 
Lipidkorpern vergleichbar sind. Diese Preparation wurde eingelei- 
tet, indem 200 mg Sojabohnenlecithin und 500 mg Trilinolein in 

20 10 ml Methanol /Chloroform (1:1) gelost wurden. Nach dem Entfernen 
des Losungsmittels im Vakuum wurde der Rtickstand in Dialysepuf f er 
gemSfi [Yamazaki, N. et al., Methods Enzymol. 242, 1994: 56-65] 
resuspendiert . In jedem Fall wurden die durch Flotation 
gewonnenen Vesikel mittels DSC analysiert. Der Durchmesser der 

25 Liposomen war im Bereich von 1 pm. 

Bindungsexperimente in Kombination mit dem Flotierungsassay 

Eine Liposomensuspension, die 1 mg Lecithin entsprach, in 150 mM 
30 NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0, wurde 10 min entweder mit 4 p,g 

unmarkiertem Protein oder mit dem Uberstand eines Retikulozyten- 
lysat-Translationsgemischs inkubiert. Nach dem Einstellen auf 
42 % (Gew./Gew.) Saccharose wurde die Suspension in ein 12-ml- 
Zentrifugenrohrchen uberftthrt. Ein linearer Saccharose-Dichte- 
35 gradient von 37-26% (Gew./Gew.) Saccharose wurde auf die Probe 
geschichtet. Die Flotierung der Protein-bedeckten Liposomen er- 
folgte durch Zentrif ugation fttr 6 Std bei 100 000 g. Nach der 
Fraktionierung erfolgte die Proteinanalyse mittels SDS-PAGE und 
Immunmarkierung . 

40 

Bindungsexperimente mit Lipidkorpern oder Mikrosomen wurden auf 
analoge Weise . durchgef tthrt . Alle Dichten in den Saccharose- 
gradienten sind in Korrelation "mit der Saccharosekonzentration 
( Gew . / Gew . ) angegeben . 
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Imtaunologische Verfahren 

Die Antiseren gegen LBLOX [Sturm, A. et al., Eur. J. Biochem. 
150, 1985: 461-468], PLA [May. C. et al., Biochim. Biophys . Acta 
5 1393, 1998: 267-276] und Isocitratlyase [Frevert, J. & Kindl, H. 
Eur. J. Biochem., 92., 1978: 35-43] wurden in Kaninchen herge- 
stellt. AuSerdem warden monoklonale AntikSrper gegen GST (Pharma- 
cia) und das Epitop aus dem HSmagglutininprotein des menschlichen 
Influenzavirus (Boehringer) verwendet. Immunfallungen der radio- 

10 aktiv markierten Enzyme wurden unter Standardbedingungen (Ver- 
fahren 1) durchgef iihrt , indem 1 \ig des entsprechenden gereinigten 
Proteins vor der Fallung mit 20 fil Antiserum zum Gemisch gegeben 
wurde. Nach Stehenlassen fur 12 Std. bei 20°C und 20 Std. bei 4°C 
wurde das PrSzipitat durch Zentrif ugation bei 3000 x g sedimen- 

15 tiert. Das Sediment wurde mindestens 5mal gewaschen und dann in 
SDS gelost. Ftir die direkte Fallung anderer Proteine (Verfahren 
2) wurde das Antigen nicht weiter verdiinnt, sondern 6 Std. mit 
2 Jil Antiserum inkubiert und anschliefeend mit Protein-A-Sepharose 
gemischt. Nach dem tfoerfiihren des Gemischs in ein kleines Gefafi 

20 und ausgiebigem Waschen wurde das Antigen zusammen mit den IgG 
unter Verwendung von 100 mM Essigs&ure eluiert. 

Weitere Assays 

25 Zum Vergleich der Proteinstrukturen wurde eine eingeschrMnkte 
Proteolyse im Gel durchgef iihrt [Hohne, M. et al., Eur. J. 
Biochem. 241, 1996: 6-11]. Die DSC-Analyse des Lipids erfolgte 
auf Silica-Gel G (Merck) unter Verwendung von Methanol-Chloro- 
form-Wasser, 65:25:4, als Losungsmittelsystem. 

30 

ERGEBNI1SE 

Zur Untersuchung der Abfolge von Schritten, die fiir den 
Transfer von LBLOX vom Ribosom zu seinem endgiiltigen zellul&ren 
35 Bestimmungsort erforderlich sind, wurden zun&chst untersucht, 

welche Pools in der Zelle das LBLOX-Protein durchquert. Zweitens 
wurden die fur den Transfer verantwortliche Targeting-Struktur , . 
-sequenz oder -dom&nen lokalisiert. 

40 Untersuchungen mit LBLOX in vivo und in vitro zur Unterscheidung 
zwischen co-translationalem Transport in das ER und post-trans* 
lationalem Transport zu Lipidk6rpern 

Es wurden keine Unterschiede zwischen der Molekiilmasse von in 
45 vitro-translatiertem LBLOX und den am ER oder an Lipidk6rpero 
membrangebundenen zellularen Formen beobachtet (Fig. 1A) . Dies 
zeigt, dass der Transport zu den Membranen ohne sichtbar 
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chemische Modif ikationen erfolgt. Sowohl ein co-translatiorialer 
Transport zum ER und der anschlie£ende Transfer in die Lipid- 
korper als auch ein post-translationaler Transport zu den Lipid- 
k6rpern liber einen cytosolischen Pool waren wahrscheinliche 
5 Mechanismen, mit denen LBLOX seine endgultige Stelle in der ■ 
Zelle erreichen kann. Zuerst wurde eine in vi tro-Translation 
von LBLOX-mRNA unter co-translationalen Transportbedingungen in 
Anwesenheit von Mikro somen aus Hundepankreas oder Mikro somen aus 
Gurkenkotyledonen durchgef uhrt . Als zweites wurde ein ahnliches 

10 Protokoll verwendet, um zu testen, ob radioaktiv markiertes 
LBLOX -Translatat auch zu den Membranen transportiert wurde, 
wenn die Translation und die Zugabe von Mikrosomen nacheinander 
erfolgten (Fig. IB) . Im letzteren Fall wurden die Ribosomen 
vor der Zugabe von Mikrosomen mittels Zentrifugation vom neu 

15 synthetisierten Protein entfernt. Nach erneuter Isolierung von 
an ER angereicherten Membranen mittels Flotation verblieb nur 
ein Teil des translatierten Proteins an der Position, an der die 
Suspension im Gradienten eingefiillt worden war (Fr. Nr. 12) . 
Etwas LBLOX wanderte zu Dichten, die 33% Saccharose (Fr. Nr. 11) 

20 oder 30% Saccharose (Fr. Nr. 9) entsprachen. Kleine Mengen LBLOX 
wurden an der Position des glatten ER angetroffen (Fr. Nr. 5-7) . 

Der Vergleich der Menge an LBLOX-RadioaktivitsLt in den Membranen, 
die mittels Gradientenzentrifugation reisoliert worden waren, in 

25 einer Reihe von Experimenten verdeutlichte, dass die Verwendung 
der Anordnung fur den post-translationalen Transport zu Mikro- 
somen die gleichen oder etwas hohere Mengen an membrangebundener 
LBLOX ergab als die Verwendung des Protokoll s far den co-trans- 
lationalen Transport (Daten nicht gezeigt) . Beim genauen Ver- 

30 gleich des Wanderungsverhaltens des LBLOX-Primartranslatats und . - 
der von den Membranen nach Flotation reisolierten LBLOX wurden 
keine erkennbaren Unterschiede in der Molekulmasse gefunden. 

PLA-mRNA, die mittels in vi tro-Transkription von pPAT291 erhalten 
35 worden war, wurde ebenfalls translatiert , und das Translations - 
produkt, d. h. radioaktiv markierte Phospholipase, wurde mit 
Mikrosomen inkubiert. Nach der Flotierung in einem Saccharose- 
gradienten wurden die Subf raktionen mittels SDS-PAGE und Fluoro- 
graphic analysiert (Fig. 1C) . Die Fluorographie ergab, dass ein 
40 groSer Teil des Trans la tionsproduktes an Mikrosomenmembranen - 
gebunden hatte. 

Die durch die Untersuchung des in vitro-Transfers von LBLOX 
zu Mikrosomen erhaltenen Ergebnisse (Fig. IB) wurden durch die 
45 Analyse der in vivo-Situation bestatigt, indem die Abfolge der 
Ereignisse, die beim Transfer von LBLOX zu Lipidkorpern erfolgt, 
verfolgt wurde. Durch Anwendung von Pulse-Chase-Experimenten 
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bestimmten wir die Pools, die von der neu synthetisierten LBLOX 
auf ihrem Weg zu den Lipidkorpern durchquert wurden. So wollten 
wir herausf inden, ob die Fraktion der ER-Membranen oder des 
Cytosols der Pool war, in dem die markierte LBLOX zuerst 
5 erschien. 

Die Fig. 2A (Spur 2) zeigt, dass der Hauptteil der pulsmarkierten 
LBLOX in der Fraktion erhalten wurde, die das Cytosol enthielt. 
Eine kleine, aber signifikante Menge der radioaktiven LBLOX 

10 wurde kontinuierlich in den Mikrosomen und auch in Mikrosomen- 
fraktionen, die mittels Flotation in Saccharosegradienten weiter 
gereinigt wurden, gefunden (Fig. 2A) . Um die Moglichkeit aus- 
zuschliefcen, dass kleine prozentuale Anteile aller neu syntheti- 
sierten Proteine die ER-haltige Fraktion kontaminierten, analy- 

15 sierten wir in der Mikrosomenfraktion die Menge an Proteinen, die 
entweder cytosolisch waren oder als Artefakt in den cytosol- 
haltigen Uberstand einer 100 000 g-Zentrifugation freigesetzt 
wurden. Unter Verwendung von Isocitratlyase als stark exprimier- 
tes Gurkenprotein auf dieser Entwicklungsstuf e wurde das Vor- 

20 liegen dieses Proteins in der Mikrosomenfraktion und im 16slichen 
Oberstand mittels Immunf&llung bestimmt. Die Fig. 2B zeigt, 
dass Isocitratlyase im Gegensatz zu LBLOX in der ER-Pr&paration 
praktisch fehlte. 

25 Die in Fig. 2A dargestellten Daten zeigen, dass LBLOX das Cytosol 
als ersten Pool auf ihrem Weg zu den Lipidk6rpern durchguert. Es 
ist auch of fensichtlich, dass LBLOX membranbindende Eigenschaf ten 
besitzt und partiell vor Proteolyse geschiitzt 1st, wenn sie an 
die ER-Membran gebunden ist. Trotz Bereichen im LBLOX-Molekal , 

30 die AffinitSt zu Membranen aufweisen, ist ein groSer Teil des 
LBLOX in vitro fur chemische Modifikation zugSnglich und kdnnte 
daher in vivo ins Cytosol ragen. Teil C der Fig. 2 liefert einen 
Hinweis darauf , in welchem Ausma£ der Teil von LBLOX, der an 
Mikrosomenmembranen gebunden ist, fur proteolytischen Abbau 

35 zuganglich ist. 

Die LOX-Isoform, die mittels Western-Blot -Analyse an aus 
Kotyledonen isolierten Mikrosomen nachweisbar ist, ist unseren 
Befunden zufolge strukturell identisch mit der an Lipidkdrper 

40 gebundenen LOX-Isofonn. Dies wurde durch Vergleich des Fragment- 
musters nach eingeschrankter Proteolyse nachgewiesen {Daten nicht 
gezeigt) . Die Art der Bindung von LBLOX an die Mikrosomenmembran 
entspricht der eines peripher gebundenen Membranproteins . Waschen 
mit 100 mM MgCl2 entfernte mehr als 90% der markierten LBLOX. Es 

45 sollte jedoch betont werden, dass die Bindung von LBLOX an die 
Mikrosomen in Anwesenheit eines Niedrigsalz-Puf f ers und auch 
unter den Bedingungen einer wiederholten Gradientenzentrifugation 



WO 01/29227 



PCT/EPOO/09912 



32 

recht stabil war. Die stabile Bindung wurde auch dadurch gezeigt, 
dass LOX an Mikrosomen nur partiell fur Proteolyse zuganglich war 
(Fig. 2, Teil C) . 

5 Die Kapazitat der Bindung an Mikrosomenmembranen wurde fur LBLOX 
auch unter einer weiteren in vivo-Bedingung gezeigt. In einem 
heterologen System, d. h. griinen Tabakbiattera, die LBLOX aus 
Gurkenkotyledonen exprimierten, fuhrte die hohe Expression von 
LBLOX zur Bindung erheblicher Mengen LBLOX an Mikrosomen. 

10 Durch Subfraktionierung des 100 000 x g-Sediments, wobei eine 
Saccharose-Dichtegradienten-Flotation angewendet wurde, zeigten 
wir, dass praktisch die gesamte zuvor durch Zentrifugation bei 
100 000 x g sedimentierte LBLOX an die flotierten Membranen 
gebunden blieb. Der Peak der membrangebundenen LBLOX {Fig. 2, 

15 Teil D) stimmte mit den Markerproteinen fur ER-Membranen uberein. 

Urn unsere Beweiskette fur einen direkten post-tr'anslationalen 
Transfer von LBLOX zu den Membranen von LipidkSrpem auszudehnen, 
untersuchten wir die Af f initat von 16slicher LBLOX zu Mikrosomen- 

20 membranen in vitro ♦ In einem Mischexperiment gaben wir ein 
Gemisch von radioaktiven cytosolischen Proteinen, die aus 
Kotyledonen nach Pulsmarkierung isoliert worden waren, (PrSp. A) 
zu einem Oberstand eines Extrakts, der aus unmarkierten Koty- 
ledonen prapariert und bei 2000 x g zentrifugiert worden war 

25 (Pr&p. B) . Durch dieses Verfahren sollte es der radioaktiven 
LBLOX, die als Vorstufe in der cytosolischen und membranfreien 
Preparation (Prap. A) enthalten war, m6glich sein, post-trans- 
lational an Mikrosomen-, Lipidk6rper und andere Membranen, die im 
nicht -radioaktiven Extrakt zugegen waren, (Pr&p. B) zu binden. 

30 Nach einer kurzen Inkubation isoliert en wir Mikrosomen als 
potentielle Akzeptormembranen ftir radioaktive LBLOX (Fig. 3A) 
und Glyoxysomen als Kontrolle (Fig. 3B) . Die elektrophoretische 
Analyse zeigte, dass die cytosolische LBLOX auch unter diesen 
Bedingungen, die der in vivo-Situation Shnelten, an Mikrosomen 

35 gebunden wurde. LBLOX war in der Glyoxysomenfraktion, die einer 
abschlieSenden Reinigung durch Saccharosegradienten-Flotation 
unterworfen wurde, nicht nachweisbar. Somit bindet losliche LBLOX 
an Membranen, aber nicht gleichmSfeig em alle Membranen. 2.B. 
ist die Affinitat von LBLOX zu Glyoxysomenmembranen (Fig. 3B) 

40 mindestens eine Gr6&enordnung niedriger als die nachgewiesene 
Affinitat zu Mikrosomen (Fig. 3A, Spur 3) . Daher erfordert 
die Bindung von LBLOX in Gurkenkotyledonen eine hochgradige 
Selektivitat, da andere Organellen nicht mit LBLOX markiert und 
nicht filr den Abbau modifiziert werden. 
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Gurken-LBLOX und Sojabohnen-LOX-l unterscheiden sich in ihrer 
Affinit&t zu Liposomen 

Um zu testen , ob LBLOX unabhangig von spezifischen Protein- 
5 Protein-Wechselwirkungen eine intrinsische Aff initat zu Membran- 
lipiden besitzt, wurden die Bindungsstudien ausgedehnt und 
schlossen Liposomen als Akzeptormembranen ein. Zuerst wurden 
die Experimente mit rohem Sojabohnenlecithin als Quelle fttr 
Phosphatidylcholin durchgef uhrt . Anschliefcend wurde Phosphatidyl - 
10 cholin mit unterschiedlichem Reinheitsgrad auch in Kombination 
mit Phosphatidylserin zur Herstellung von Liposomen verwendet. 
Die GroSe der Liposomen wurde durch Vergleich mit MonoQ-Perlen 
als Standard kontrolliert . 

15 Die Ergebnisse des Liposomenexperiments (Fig. 4) zeigen den 

deutlichen Unterschied zwischen der Membranaf f initat von Gurken- 
LBLOX und derjenigen von Sojabohnen-LOX~l . wahrend die beiden 
zuvor den Gurken-Lipidkorpern zugewiesenen Proteine, n&mlich 
LBLOX und PLA, fast guantitativ an die Liposomen gebunden wurden, 

20 besafien die cytosolischen LOX-Formen der Gurke und Sojabohnen- 
LOX-1 keine Aff initat fur die Lipidphase. In Kontrollexperimenten 
mit entweder einem typischen cytosolischen Protein oder mit einem 
Gemisch, das LBLOX und cytosolische Proteine enthielt und aus 
Gurkenkotyledonen prSpariert worden war, konnte gezeigt werden, 

25 dass die Membranaff initat von LBLOX recht einzigartig ist (Daten 
nicht gezeigt) . 

Der N-terminale Bereich einschliefclich der &-Barrel-Struktur ist 
wesentlich far die Bindung von LBLOX an Lipidkorper 

30 

Unter Berticksichtigung der fehlenden proteolytischen Prozessie- 
rung und der init den Bindungsstudien erhaltenen Daten lSsst sich 
die Hypothese aufstellen, dass Dom&nen eines gefalteten Proteins 
fiir den Transfer zu den Membranen verantwortlich sind. Eine 

35 solche Domane wurde wahrscheinlich, als die Aminosauresequenz von 
LBLOX in eine Struktur auf der Basis der Kristallstrukturdaten, 
die fiir Sojabohnen-LOX-1 bei einer Aufldsung von 1,4 A erhalten 
worden waren [Frevert, J. & Kindl, H. , Eur. J. Biochem. 92, 1998: 
35-43], eingepasst wurde. Im Gegensatz zu Sojabohnen-LOX-1 zeigte 

40 Gurken-LBLOX nicht nur eine £-Barrel-Struktur kurz stromabw&rts 
des N-terminalen Abschnittes, sondern besaS in dieser Domane auch 
eine recht einzigartige Anordnung von Glut amylres ten, die zur 
Koordination von Ca 2+ verwendet werden kdnnten (Fig. 5) . Dies kann 
wiederum auf eine Verwandtschaf t zwischen dem LBLOX-S-Barrel 

45 und den Mitgliedern Ca 2 +-abhangiger membranbindender Domanen hin- 
deuten. 
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Urn das Koxizept einer einzigen Domane als Protein-Targeting- 1 
Mittel zu untersuch n, wurde eine cDNA konstruiert, die -fur ein 
Fusionsprotein aus Glutathi on-S- trans f erase und dem N-terminalen 
fi-Barrel von LBLOX als C-terminalem Abschnitt codierte. Nach der 
5 Expression in Bakterien wurde ein 51 kDa gro£es Protein isoliert, 
das die 220 Aminosaurereste, die von Glutathion-S-transf erase 
staininen (und die Glutathaonbindungsstelle darstellen) und die 224 
N-terminalen Aminosaurereste von LBLOX enthielt. 

10 Es wurde 1 fig des GST-LBLOX244-Fusionsproteins und eine Lipid- 
ktfrpersuspension, die 20 p,g Protein entsprach, eingesetzt, und 
wir beobachteten einen fast quantitativen Transfer des Fusions- 
proteins zu den Lipidkorpern zusatzlich zu der bereits in den 
Lipidkorpern vorliegenden LBLOX. Das hohe AusmaS, in dem das 

15 £-Barrel-Fusionsprotein an die Lipidkorperoberf lache gebunden 
wurde, zeigt, dass entweder das Fusionsprotein gut mit der 
ursprtinglich an die Lipidkorper gebundenen LBLOX konkurrierte 
oder die Lipidkorperoberf lache nicht vollst&ndig mit LBLOX 
gesSttigt war. Die Fig. 6 fasst die Hinweise darauf zusammen, 

20 dass das N-terminale ^-Barrel von LBLOX allein fur eine sehr 
effiziente Bindung an Lipidkdrper ausreicht. In der Spur 5 ist 
die Aufnahme der 51 kDa groSen Fusionsproteins durch die Lipid- 
kSrper dargestellt. 

25 Zwei cDNA-Konstrukte, LBL0XA51 und LBLOXA96, wurden hergestellt, 
und nach in vitro-Transkription/Translation wurden die jeweiligen 
Proteine darauf hin untersucht, ob sie an isolierte Lipidk6rper 
binden. Beide rekombinanten Proteine wurden effizient zu Lipid- 
korpern transportiert (Daten nicht gezeigt) . Diese Experimente 

30 wurden entworfen, weil die Analyse von Hydropathie-Plots der 

LBLOX-Aminosaureseguenz andeutete, dass ein Abschnitt von Amino- 
s&ureresten um die Position 710 einen hydrophoben Bereich ent- 
halt, der fur eine potentielle Membranbindung ausreichend sein 
kSnnte. Die Bindungs tests waren jedoch positiv und zeigten, dass 

35 das Fehlen des Bereichs urn 710, wie es in den Konstrukten 
LBLOXA51 und LBLOXA96 erzeugt worden war, die Effizienz der 
Bindung von LBLOX an Lipidkdrper nicht signifikant verringert. 
Unter Verwendung der in der Fig. IB darges tell ten in vltro-Assays 
fanden wir auch, dass radioaktiv markiertes Translatat von LBLOX- 

40 A504 zu isolierten LipidkSrpern transportiert wurde. LBLOXA504 
bestand nur aus der N-terminalen Halfte des LBLOX-Molekiils . Dies 
bestatigt zudem das Konzept, dass der C-terminale Teil von LBLOX, 
der das aktive Zentrum umfasst, fur das Targeting nicht notwendig 
ist. LBL0XA8 ON ohne die N-terminale Verlangerung, aber mit dem 

45 S-Barrel wurde mit signifikant geringerer Effizienz als LBLOXA504 
zu Lipidk6rpern transportiert. 
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Iniiem diese Art der In vi tro-Experimente ausdehnten wurde, 
wuxde gef linden, dass der Transfer zu den Lipidkorpern auf 
Ca 2 +-unabh5ngige Weise erfolgt (Daten nicht gezeigt) . Trotz dieses 
Ergebnisses wurde die Moglichkeit untersucht, dass die 
5 Ca 2+ -abh£ngige Bindung von Proteinen an die Lipidkorperoberf lache 
schlie£lich zur Bildung einer Ca 2+ -angereicherten Proteinschicht 
fiihren k6nnte, die die Lipidk6rper umgibt. Um die Aufnahme von 
Ca 2+ zusammen mit Proteinen, wie LBLOX und PLA, zu untersuchen, 
untersuchten wir die Bildung von Ca 2+ -bedeckten Lipidkorpern durch 

10 Verabreichung von 45 CaCl2 an Kotyledonen und anschlieSende Iso- 
lation von Zellstrukturen. Die LipidkSrperf raktion enthielt nach 
Reflotation, Waschen und Behandlung mit 100 mM Na2C03 50 kBq 
45 Ca 2+ , was etwa 1 nmol entspricht. Die gleiche Preparation wies 2 
nmol LBLOX auf. Bei weiterer Behandlung mit 100 mM unmarkiertem 

15 CaCl2 wurden 90% der Radioaktivit&t von den LipidkSrpern entfernt, 
wohingegen der GroSteil der LBLOX an die LipidkSrper gebunden 
. blieb. Diese Daten stimmen nicht mit der Hypothese iiberein, dass 
Ca 2+ eine Voraussetzung fur die Bindung von LBLOX an die Lipid- 
korperoberf lache ist. 

20 

Eine erhebliche Veranderung des S-Barrels von LBLOX beseitigt 
seine Fahigkeit zur Bindung an Liposomen 

Zur weiteren Charakterisierung der Art der Wechselwirkung 
25 zwischen der Lipidkorperoberf l&che und der N-terminalen £-Barrel- 
Struktur von LBLOX wurde untersucht, ob eine modifizierte 
&-Barrel-Struktur auch an Liposomen bindet. Dazu wurde ein 
rekombinantes Protein (LBLOX-HA3) hergestellt, das im Vergleich zu 
Wildtyp-LBLOX eine dreifache HSmagglutininmarkierung, inseriert 
30 zwischen AminosSurerest 70 und 71 der LBLOX, enthielt. Diese 
Konstruktion unterbricht das E-Barrel durch einen Abschnitt von 
30 AminosSureresten. 

Die in der Figur 7 gezeigten Liposomenexperimente fassen die 
35 Beweise daftir zusammen, dass das N-terminale £-Barrel von LOX al- 
lein fiir ihre Bindung an Membranen ausreicht und die Zerst6rung 
des S-Barrels den Transfer inaktiviert. Wildtyp-LBLOX und das 
£-Barrel-Fusionsprotein (GST-LOX) binden praktisch guantitativ em 
die Liposomen, die Insertion eines Peptids in die Barrel -Struktur 
40 beseitigt die Membranaf f init&t . 

DISKUSSION 

Wenige Isoformen der Lipoxygenase binden an oder integrieren in 
45 die Membranen verschiedener Organellen. In diesen Fallen kann die 
Funktion der Lipoxygenase auf die Modif ikation der entsprechenden 
Membran zielen. Die Expression von 15-LOX in Retikulozyten 
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erreicht unmittelbar vor dem Abbau der Organelle ihren Maximal- ' 
wert [Kiihn, H. et al., J, Biol. Chem. 265, 1990: 18351-18361], 
was auch fur die Lipidkorper-LOX bei f ettabbauenden Kotyledonen 
gilt [Feussner, I. et al., Planta 198, 1998 288-293 ; Matsui, K. 
5 et al., Plant. Physiol. 119, 1999: 1279-1257]. Somit liegt die 
Funktion der LOX in mehreren eukaryotischen Zelltypen in einem 
programmierten Organellabbau [van Leyen, K. et al., Nature 395, 
1998: 392-395]. Im Fall von LBLOX werden sowohl die Phospholipid- 
Monolayer als auch der GroSteil der Triacylglyceride modif iziert , 

10 was zur Bildung von 13-S-Hydroperoxyoctadecadienoyl-Einheiten 
ftihrt [Feussner, I. et al . Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 92, 1995: 
11849-11853; Sturm, A. et al . , Eur. J. Biochem. , 150, 19985: 
461-468] , was wiederum die Mobilisierung des Speicherlipids 
einleitet. Fixr diese Wirkung der LBLOX kann ihre Bindung an die 

15 Zielmembran eine Voraussetzung sein. 

Bindungs experiment e in vitro und Zellf raktionierungsunter- 
suchungen, die die Situation in vivo beschreiben, wurden 
durchgefuhrt, um die Schritte, die fur den gerichteten intra - 

20 zellularen Transport von LBLOX zu Lipidkorpern notwendig sind, 
zu charakterisieren. Die Ergebnisse beider experimenteller 
Ansatze unterstiitzen das Konzept, dass ein cytosolischer Pool 
des primSxen Translationsproduktes.. existiert und dass der 
anschlie&ende Transfer zu den LipidkSrpern post-translational 

25 erfolgt. Da die Zielorganellen zum Zeitpunkt der Samenkeimung^ be- 
reits vorhanden sind, h&ngt somit die Bindung der lipidabbauenden 
Enzyme, namlich LBLOX und PLA, an die Organelle haupts§chlich. von 
der transienten Expression der Gene, die die bestimmten Isoformen 
von LOX und PLA codieren, ab. Die f ruheren Befunde eines temporfi.- 

30 ren Musters der LOX- Feussner, I. et al., Planta 198, 1998: 

288-293 [J und PLA- [May. C. et al . , Biochim. Biophys . Acta 1393, 
1998: 267-276] Expression in Kotyledonen stimmen mit ihrer von 
der Entwicklungsstuf e abhangenden Rolle beim Abbau von Lipid- 
kSrperstrukturen uberein. 

35 

Es ist bemerkenswert , dass die fur LBLOX beobachtete Bindung 
keine transiente, sondern eine stabile Bindung an Mikrosomen 
und Lipidkdrper ist. Die St&rke dieser Bindung wurde durch die 
Gewinnung von LBLOX mit LipidkSrpern oder Liposomen nach der 

40 stringenten Trennung von iiberschussigem Liganden und Akzeptor- 
membranen mittels Flotation nachgewiesen. Diese Bindung ist 
jedoch nicht vergleichbar mit der Integration eines Proteins, das 
einen langen Abschnitt hydrophober Aminosaurereste enthS.lt, wie 
sie fur die Oleosine, eine andere Form der Lipidk6rperproteine, 

45 [Hills, M J. et al., Planta 189, 1993: 24-29] gezeigt wurde, 
sondern sie entspricht eher >dem Verhalten peripherer Membran- 
proteine. Im letzteren Fall konnte es niitzlich sein zu uberlegen, 



WO 01/29227 



PCT7EPO0/09912 



37 

ob die LBLOX-Bindung aufgrund ihrer Wechselwirkung mit einem 
integralen Membranprotein als Partner, z. B. Bait deiti Oleosin als 
Anker, erfolgt oder ob die Funktion des LBLOX-£-Barrels mit der 
Funktion einer an die Phospholipidmembran bindenden C2-Dom&ne, 
5 wie fur Synaptotagmin [Rizo, J. & Sudhof, T. C. J. Biol* Chem. 
273, 1998: 15879-15882] und cytosolische Phospholipase C -Delta 
[Perisic, 0. et al., J. Biol. Chem. 273, 1998: 1596-1604] oder 
Phospholipase A 2 [Xu, G . Y. et al., J. Mol. Biol. 280, 1998: 
485-500] gezeigt, vergleichbar ist. Diese Art des Vergleichs mit 

10 C2-Domanen erfordert eine grundliche Untersuchung einer moglichen 
Wirkung von Ca 2+ entweder auf die Membranbindungseigenschaf ten von 
LBLOX oder auf die Struktur von LBLOX , wie sie far 5 -Lipoxygenase 
gefunden wurde [Hammarberg, T. & Radmark, 0., Biochem. 38, 1999: 
4441-4447] . Bei unseren Experimenten mit Lipidkdrpern wurde eine 

15 45 Ca 2+ -Beschichtung von Lipidkdrpern gefunden, aber es wurde keine 
Ca 2+ -AbhcLngigkeit der Bindung von LBLOX-Konstrukten beobachtet . 
Fur einen unzweideutigen Nachweis des Vorliegens oder Fehlens 
einer Ca 2+ -vermittelten Bindung mussen die experimentellen 
Protokolle fur zuktinf tige Studien in verschiedener Hinsicht ver- 

20 feinert we r den. Fruhere Experimente [Busch, M. B. et al., Eur. J. 
Cell Biol. 60, 1993: 88-100] mit Wurzelgewebe unter Verwendung 
von Energief ilter-Elektronenmikroskopie wiesen nach, dass die 
Lipidk6rperoberf ISche von einer Zone mit hohem Ca 2+ -Gehalt bedeckt 
ist . 

25 

Wir sollten uns erinnern, dass der Vergleich der primaren Amino- 
s&uresequenzen und der putativen Sekundar struktur en von LOX- 
Formen zeigt, dass sich LBLOX nicht nur durch die Ausbildung . 
einer fi-Barrel-Struktur , die mit exponierten Glutamylresten aus- 

30 gestattet ist, sondern auch durch eine N-terminale Verlangerung 
von 30 Aminosaureresten, die in cytosolischen LOX-Isof ormen nicht 
vorliegt [Hohne, M. et al., Eur. J. Biochem. , 241, 1996: 6-11; 
Rosahl, S., Z. Naturforsch. C 51, 1996: 123-138], auszeichnet. 
Es ist somit wahrscheinlich, dass beide Arten der Wechselwirkung 

35 eine entscheidende Rolle spielen, die N-terminale Verlangerung 
als spezifisches Motiv und das E-Barrel, das sich in der auf die 
N-terminale Verlangerung folgenden Aminos auresequenz befindet, 
als allgemeines Mittel zur Steigerung der Membranaf f initat . 

40 Unser Experiment mit dem mutanten LBLOX-Protein, das sich vom 
Wildtyp nur durch eine erhebliche Anderung im £-Barrel, d.h. 
durch die Insertion von drei Wiederholungen einer HA-Markierung, 
unterscheidet, zeigten den Verlust der Bindung an Lipidkorper 
oder Membranen. Dies bedeutet, dass das intakte S-Barrel als 

45 wesentlich fur die Bindung an Lipidkorper angesehen werden muss, 
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ungeachtet dessen, ob der am weitesten N-terminal gelegene ' 
Bereich zu einer weiteren Selektivitat beitragt. 

Targetingsignale als entfaltete Bereiche von Aminos&ureresten 
5 sind festgestellt worden, wenn Proteine in Mitochondrien, Chloro- 
plasten oder das ER transportiert werden. Hier, im Fall der 
Bindung eines Proteins an bereits existierende Lipidkorper, kaxm 
eine bereits in eine bestimmte Form gefaltete Domane die Membran- 
bindixng bewirken. Es muss ein weiterer Teil postuliert werden, 
10 der die Selektivitat der Bindung von LBLOX an Lipidkorper ver- 
mittelt. Liegt eine gro&e Menge an LBLOX vor, werden auEer Lipid- 
kdrpern auch das ER und die Golgi-Vesikel mit LBLOX bedeckt. 
Nimmt jedoch die intrazellulare Menge an LBLOX ab, besetzen die 
LBLOXHMolekiile hauptsSchlich die Oberfl&che von Lipidkorpern . 

X5 

Fi gur 1 egenden 

Teil A (Fluorograram) zeigt einen Vergleich des Wanderungs- 
verhaltens von mittels in vitro-Translation hergestellter LBLOX 

20 (Spur 1), aus Mikrosomen isolierter LBLOX (Spur 2) und aus Lipid- 
kdrpern isolierter LBLOX (Spur 3). Fur die Spur en 2 und 3 wurden 
die entsprechenden zellularen Subfraktionen aus Kotyledonen nach 
Proteinmarkierung in vivo unter Verwendung von [ 35 S] L-Methionin 
pr&pariert. Teil B und C zeigen Fluorogramme, die die post-trans- 

25 lationale Bindung an isolierte Gurkenmikrosomen zeigen. Gurken- 
mikrosomen wurden mit den in Retikulozytenlysaten unter Ver- 
wendung von entweder LBLOX -mRNA oder PLA-mRNA herges tell ten, 
radioaktiv markierten Proteinen inkubiert und anschlie£end durch 
Flotation in einem Dichtegradienten gereinigt. Die membrange- 

30 bundene Lipidkorperlipoxygenase (Teil B) oder Phospholipase (Teil 
C) , die nach Flotation erhalten wurden, sind auf der linken Seite 
dargestellt. Spur 1 bei B und C entspricht dem oberen Abschnitt 
des Saccharosegradienten, wohingegen Spur 12 (bei B) und Spur 13 
(bei C) dem Boden entsprechen und die nicht an Membranen ge- 

35 bundenen (nicht flotierten) Proteine darstellen, die an der 
Position verbleiben, an der das Inkubationsgemisch vor der 
Zentrifugation unter den Gradienten geschichtet wurde. 

Fig. 2. Ergebnisse der Pulsmarkierung von Proteinen in Koty- 
40 ledonen, die auf eine schwache Bindung von LBLOX an Mikrosomen, 
aber einen erheblichen LBLOX-Pool im Cytosol hinweisen. 

Nach einem kurzen Zeitraum (15 min) , der zur Verabreichung der 
radioaktiven Aminosaure als Vorstufe an die Kotyledonen verwendet 
45 wurde, wurde eine Zellf raktionierung durchgef uhrt , und zwei 

Proteine wurden aus den zellularen Subfraktionen mittels Immun- 
fallung isoliert. Die Isolation der radioaktiven Proteine aus den 
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solubilisierten Subf raktionen erfolgt nach der Zugabe von 1 \ig 
des entsprechenden kalten Proteins (LBLOX oder Isocitratlyase, 
ICL) als TrSLger mittels Zugabe von Antiserum und direkter Fallung 
(s. Methoden) . Nach Elektrophorese und Proteinf arbung (Spur 3: 
5 Mikrosomen; Spur 4: Cytosol) zeigte das Fluorogramm (Spuren 1 und 
2) in Teil A, dass LOX im Cytosol stark (Spure 2) und wesentlich 
schw^cher in den Mikrosomen (Spur 1) markiert war. Teil B: Als 
Kontrolle wurde die Verteilung der Isocitratlyase zwischen diesen 
beiden Fraktionen bestimmt. Die Spur 1 (Mikrosomen) und Spur 2 

10 ("Cytosol") zeigen Fluorogramme, wohingegen die Spuren 3 und 4 
die Proteinf arbungen darstellen. Spur 1 (und die entsprechende 
Proteinf arbung in der Spur 3) zeigt das Fehlen einer Kontami- 
nation von Isocitratlyase in den Mikrosomen. Teil C: Behandlung 
markierter Mikrosomen (analysiert wie im Teil A, Spur 1) mit 

15 Proteinase K. Nach der Proteolyse wurden Phenylmethylsulf oriyl- 
f luorid und 1 \xg des entsprechenden kalten Proteins zugegeben, 
und eine Immunf allung wurde durchgefiihrt . Die Spuren 1 bis 4 
zeigen Fluorogramme : unbehandelten Mikrosomen in Spur 1; unbe- 
handeltes Cytosol in Spur 2 ; behandelte Mikrosomen in Spur 3 ; 

20 behandeltes Cytosol in Spur 4. Teil D: Lokalisierung der Gurken- 
LBLOX an Mikrosomen aus transgenen Tabakpf lanzen. Nach der 
Flotation der Membranen in einem linearen Saccharosedichtegra- 
dienten wurden Subf raktionen mittels Immunblot analysiert. Spur 1 
entspricht dem oberen Abschnitt des Zentrifugenrohrchens (23 % 

25 Saccharose), Spur 3 (32 % Saccharose), Spur 5 (39 % Saccharose), 
Spur 6 (41 % Saccharose) und Spur 7 (Probe bei 43 % Saccharose 
eingeftillt) . 

Fig. 3: In vi tro-Experimente , die zeigen, dass radioaktiv 
30 markierte cytosolische LBLOX schwach an Mikrosomenmembranen 
bindet (Teil A) aber praktisch nicht an Glyoxysomen bindet 
(Teil B) . 

Teil A: 1 g Kotyledonen wurde mit 9 MBg [ 35 S] L-Methionin 3 Std. 

35 inlcubiert. Dann wurde ein 100 000 g-0berstand, der radioaktiv 
markierte cytosolische LBLOX enthielt, hergestellt. Diese 
Preparation wurde mit einem aus unbehandelten Kotyledonen her- 
gestellten Homogenat gemischt. Die ER/Golgi-Fraktion wurde durch 
anschlie&ende Gradientenzentrifugation isoliert. Ein Alicjuot 

40 (1/20) der ER/Golgi-Fraktion (Spur 1) und ein Aliquot (1/20) des 
reisolierten Cytosols (Spur 2) sowie ein groSes Aliquot (1/2) 
der ER/Golgi-Fraktion (Spur 3) wurden einer SDS-PAGE und Fluoro- 
graphic unterworfen. Teil B: In einem Shnlichen Mischexperiment 
wurden isolierte unmarkierte Glyoxysomen mit dem aus in vivo- 

45 markierten Kotyledonen praparierten radioaktiven Cytosol 

inkubiert. Die anschlieSende Reisolation der Glyoxysomen und 
Glyoxysomenmembranen wurde mittels Flotation in einem Saccharose- 
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gradienten durchgef tihrt . Dazu wurde das Inkubationsgemisch auf 
60% (Gew./Gew.) Saccharose eingestellt. Ein Gradient (56 bis 38 % 
Saccharose) wurde auf die Probe geschichtet. Nach einer Zentri- 
fugation bei 27000 U/min fiir 15 Std. in einem Beckman-SW-28- 
5 Rotor wurden die Fraktionen mittels SDS-PAGE und Fluorographie 
analysiert. Die Position der markierten LBLOX im Fluorogramm ist 
durch einen Pfeil angezeigt. Die Spuren entsprechen den folgenden 
Fraktionen (Gleichgewichtsdichten in Klammern) : Spur 4 {48 % 
Saccharose), Spur 5 (48,5 % Saccharose), Spur 6 (49 % Saccha- 

10 rose), Spur 7 (50,5 % Saccharose), Spur 8 (452,5 % Saccharose), 
Spur 24 (56 % Saccharose), Spur 25 (56,5 % Saccharose), Spur 26 
(58 % Saccharose), Spur 27 (59% Saccharose) und Spur 28 (59 % 
Saccharose) . Die Nummern der Fraktionen 25-28 entsprechen der 
Position im Gradienten, an der die Suspension vor der Zentri- 

15 fugation eingeftillt wurde. Die Spuren 4-5 umfassen die Glyoxy- 
somenmembranen, und die Spur 8 enthalt dem Proteinprofil zufolge 
die Glyoxy somen . 

Fig. 4. AffinitSt von in Bakterien exprimierter LBLOX und PLA zu 
20 Liposomen. 

In 200 jxl Puffer wurde 1 )ig der entsprechenden Proteine mit einer 
Menge an Liposomen inkubiert, die 1 mg Phosphatidyl cholin ent- 
sprach. Nach 30 min wurde das Gemisch auf 42% Saccharose ein- 

25 gestellt und in einen Saccharosegradienten geschichtet. Die 

Flotation erfolgte durch Zentrifugation bei 100000 g ftir 6 Std. 
Die Proteine in den aus dem Gradienten erhaltenen Subf raktionen 
wurden mittels SDS-PAGE und Immunblots analysiert. Zur Inrniun- 
markierung wurden entsprechende Antiseren, die entweder gegen 

30 LBLOX oder gegen das Patatin-ahnliche Protein hergestellt worden 
waren, verwendet . Die ganz rechten Spuren . zeigen immer den Boden, 
an dem das Inkubationsgemisch vor der Zentrifugation unter den 
Gradienten geschichtet wurde. Somit erfolgte die Flotation von 
rechts nach links . 

35 

Fig. 5. Schematische Darstell\ing der LBLOX- St ruktur und ihres 
N-terminalen Abschnitts (Aminosaurereste 48-244) , die das 
fi-Barrel aufweist. 

40 Die Struktur der LBLOX wurde auf der Grundlage der fOr Soja- 
bohnen-LOX-1 erhaltenen Kristallstrukturdaten [21] unter 
Verwendung der Primarseguenz der LBLOX berechnet. 1m oberen Teil 
der Figur sind der N-Terminus und das ausschliefilich aus 6-Falt- 
blattern bestehende ^-Barrel unten rechts etwas gesondert dar- 

45 gestellt. Der Hauptteil der LOX, der das aktive Zentrum am 
C-Terminus umfasst, wird von a-Helices dominiert. Der \intere 
Teil der Figur stellt eine vergroSerte Ansicht des N-terminalen 



WO 01/29227 



PCT/EP00/09912 



41 

£-Barrels dar. Die 40 Aminos&urereste des &u£ersten N-Terminus, 
eine in anderen LOX-Strukturen nicht gefundene Verl&ngerung, sind 
nicht dargestellt. Die unten rechts mit Pfeilen markierte unter- 
brochene Struktur zeigt eine Stelle, an der die Aminos Suresequenz 
5 der LBLOX erheblich von derjenigen der Sojabohnen-LOX-1 abweicht. 
Das angewendete Programm (Swiss 3D model, Expasy- Server ) ergab 
hier, &hnlich wie bei LOX-1, eine hochflexible Schleife und somit 
eine undefinierte Struktur. Diese Schleife besteht in LOX-1 aus 
14 Aminosaureresten, umfasst bei LBLOX aber 20 Aminos&urereste. 
10 Die beiden Glut amy Ireste E59 und E70 sind einzigartig und werden 
nur in LBLOX und nicht in So j abohnen-LOX-1 gefunden. Diese Stelle 
kann eine Rolle bei der Ca 2+ -koodinierten Membranassoziation 
spielen. 

15 Fig- 6. In vi tro-Bindung des GST-LBLOX244~Fusionsproteins an 
isolierte Lipidk6rper. 

Das af f initStsgereinigte Fusionsprotein GST-LBLOX244 wurde zu 
einer Suspension von LipidkSrpern in angereichertem Cytosol 

20 gegeben, Nach der Inkubation wurden die Lipidkorper mittels 

Flotation von den 16slichen Proteinen abgetrennt. Aliguote beider 
Fraktionen sowie der ursprunglichen rohen LipidkSrperfraktion 
{ Spur en 3 und 6) wurden mittels SDS-PAGE und anschlieEendem 
Iramunblot unter Verwendung von anti-LBLOX-Antiserum analysiert. 

25 Spuren 2 und 5: durch Flotation gewonnene LipidkSrper: Spuren 1 
und 4: reisolierte losliche Proteine. Der auf die Bande bei 51 
kDa deutende Pfeil zeigt das Fusionsprotein, das zusatzlich zur 
endogenen LBLOX an Lipidkorper gebunden hat . Spuren 1-3 : Protein - 
farbung; Spuren 4-6: Immunmarkierung. 

30 

Fig. 7. Bindung von LBLOX-Konstrukten und rekombinanten Proteinen • 
mit Wildtyp- und verSndertem ^-Barrel an Liposomen • 

Nach der Inkubation der gereinigten rekombinanten Proteine mit 
35 Liposomen wurden die Liposomen aus dem Inkubationsgemisch mittels 
Flotation in einem Saccharosegradienten reisoliert. Das Verhalten 
von Wildtyp-Lipidkorper-LOX (LBLOX) wurde verglichen mit dem 
eines Fragmentes, das die N-terminale Halfte von LBLOX enthielt 
(LBLOX-A504) , mit dem Fusionsprotein mit dem S-Barrel (GST-LOX) 
40 sowie mit einer LBLOX, deren N-terminales S-Barrel erheblich 
ver&ndert worden war (LBLOX-HA3) . Die Figur zeigt die Analyse 
von Gradientenfraktionen mittels SDS-PAGE und Immunmarkierung 
unter Verwendung von anti-LBLOX-Antiserum. 
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Abkiirzungen. Hemagglutinin, HA; Glutathion-S-transf erase, GST; 
Lipidk6rper lipoxygenase, LBLOX ; Lipoxygenase, LOX; Phospholipase 
A 2 , PLA. 

5 Enzyme. Glutathion-S- transferase (EC 2.5.1.18); Isocitratlyase 
(EC 4.1.3.1); Lipoxygenase (EC 1.13.11.12); Phospholipase A2 
(EC 3.1.4.3). 
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Patentanspruche 

1. Isolierte Nukleinsauresequenz, die fur ein Polypeptid- codiert 
5 und die aus einer Kombination der Nukleinsauresequenzen einer 

Biosynthesenukleinsauresequenz des Fettsaure- oder Lipid- 
stof fwechsels rait einer der folgenden NukleinsSuren zusammen- 
gesetzt wird: 

10 a) einer Nukleins&uresequenz rait der in SEQ ID NO: 1 dar- 

gestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des 
degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 

15 dargestellten Nukleinsauresequenz ableiten, 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide rait der in SEQ ID NO: 2 dar- 
gestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 

20 60 % Homologie auf Aminosaureebene aufweisen, 

d) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 dar- 
gestellten Sequenz oder des Aminoterminale Teils des 
kodierenden Bereichs dieser Sequenz. 

25 

2. Isolierte Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ als Biosynthesegen-Nukleinsauresequenz des 
Fettsaure- oder Lipids tof fwechsels eine Sequenz der folgenden 
Protein-Gruppen verwendet wird: 

30 Acyl-CoA-Dehydrogenase (n) , Acyl-ACP[ = acyl carrier protein]- 

Desaturase(n) # Acyl -ACP-Thioest erase (n) , Fettsaure-Acyl- 
Transferase (n) , Fettsaure-Synthase (n) , Fettsaure-Hydroxy- 
lase(n) , Acetyl -Coenzym A-Carboxylase (n) , Acyl-Coenzym A- 
Oxidase (n) , Fettsaure-Desaturase (n) , Fettsaure-Acetylenasen, 

3 5 Lipoxygenasen , Triacylglycerol-Lipasen , Allenoxid-Synthasen , 

Hydroperoxid-Lyasen oder Fettsaure-Elongase (n) . 

3. Isolierte Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekermzeichnet da£ als Biosynthesegen-Nukleinsauresequenz 

40 des Fettsaure- oder Lipids tof fwechsels eine Sequenz der 

folgenden Protein-Gruppen verwendet wird: 

Fe ttsaure-Acyl-Transf erase (n) , A4-Desaturase, A5-Desaturase, 
A6-Desaturase , A9-Desaturase , A12-Desaturase, A15-Desaturase 
oder eine Fettsaure-Elongase. 
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4. Isolierte Nukleinsauresequenz nach den Anspriichen 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , da£ die unter (c) genannten Derivate 
auf AminosSureebene eine Homologie von 70 %, bevorzugt 80 %, 
besonders bevorzugt von 90 % iiber den gesamten Bereich der in 

5 SEQ ID NO: 2 dargestellten Sequenz haben (Programm PileUp, 

J. Mol. Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins et al., 
CABIOS, 5 1989: 151 - 153). 

5. Aminosauresequenz codiert durch eine Nukleinsauresequenz 
10 gem&£ Anspruch 1. 

6. Nukleinsaurekonstrukt enthaltend eine Nukleinsauresequenz 
gem&£ Anspruch 1, wobei die Nukleinsauresequenz mit einem 
Oder mehreren Regulationssignalen verkntipft ist. 

15 

7. Verwendung einer Nukleinsauresequenz gem££ Anspruch 1 oder 
eines Nukleinsaurekonstrukt gem§.£ Anspruch 6 zur Herstellung 
von transgenen Pflanzen. 

20 8. Vektor enthaltend eine Nukleins&uresequenz gema£ Anspruch 1 
oder ein Nukleinsaurekonstrukt gem&£ Anspruch 6. 

9. Vektor nach Anspruch 8, wobei es sich bei dem Vektor um 
lineare oder" zirkuiare DNA, Phagen, Viren, Transposons, 

25 IS-Elemente, Phasmide, Phagemide, Cosmide oder Plasmide 

handelt . 

10. Organismus enthaltend mindestens eine Nukleinsauresequenz* 
gemais Anspruch 1, mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt gem&£ 

30 Anspruch 6 oder mindestens einen Vektor gema£ Anspruch 8. 

11. Organismus nach Anspruch 10, wobei es sich bei dem Organismus 
um einen eukary ont i s chen Organismus handelt. 

35 12. Organismus nach Anspruch 10 oder 11, wobei es sich bei dem 
Organismus um eine Pflanze, einen eukaryontischen Mikro- 
organismus oder ein Tier handelt. 

13. Organismus nach den Anspriichen 10 bis 12, wobei es sich bei 
40 dem Organismus um eine Pflanze, einen Pilz oder eine Hefe 

handelt. 

14. Organismus nach den Anspriichen 10 bis 13, wobei es sich 
bei dem Organismus um Yarrowia lypolytica, Saccharomyces 

45 cereviseae, Traustochytrium, Arabidopsis thaliaha, Brassica 

napus oder Linium usitatissimum handelt. 



WO 01/29227 PCT/EP00/09912 

45 

15. Transgene Pflanze enthaltend eine Nukleinsauresequenz gem&£> 
Anspruch 1 oder ein Nukleins&urekonstrukt gema£ Anspruch 6 . 

16 . Verf ahren zum Targeting von an der Biosynthese von Lipiden 
5 oder Fetts&uren beteiligten Proteinen in Liposomen oder 

Lipidkorpern, dadurch gekennzeichnet , da£ man die fur die 
Proteine kodierenden Nukleins&uren mit einer der f olgenden 
Sequenzen in einer gemeinsamen Protein kodierenden Sequenz 
kombiniert : 



10 



a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 
dargestellten Sequenz , 



b) Nukleinsauresequenz en, die sich als Ergebnis des 

15 degenerierten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 

dargestellten Nukleinsauresequenz ableiten, 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz , die ftir Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dar- 

20 ges tell ten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 

60 % Homologie auf AminosSureebene aufweisen, 

d) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 dar- 
gestellten Sequenz oder des Aminoterminale Teils des 

25 kodierenden Bereichs dieser Sequenz, und 

und die erhaltene Sequenz in einen eukaryontischen Organismus 
einbringt . 

30 17. Verf ahren zum Targeting von an der Biosynthese von Lipiden 
oder Fettsauxen beteiligten Proteinen in Liposomen oder 
LipidkGrpern, dadurch gekennzeichnet , dafi man mindestens 
eine Nukleinsauresequenz gem&£ Anspruch 1 oder mindestens 
ein NukleinsSurekonstrukt gema£ Anspruch 6 in einen 61 

35 produzierenden Organismus bringt. 

18. Verf ahren zur Herstellung von Fettsauren oder Lipiden dadurch 
gekennzeichnet, da£ man mindestens eine Nukleinsauresequenz 
. gemS£ Anspruch 1 oder mindestens ein Nukleinsaurekonstrukt 
40 gemas Anspruch 6 in einen 5l produzierenden Organismus 

bringt, diesen Organismus anzieht und da£ in dem Organismus 
enthaltene 01 isoliert. 
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19. Verfahren zur Herstellung von Fetts&uren dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man mindestens eine NukleinsSuresequenz gem££ 
Anspruch 1 oder mindestens ein NukleinsSurekonstrukt gemafc 
Anspruch 6 in einen 01 produzierenden Organismus bringt, 

5 diesen Organismus anzieht und daS in dem Organismus ent- 

haltene 61 isoliert und die Fettsauren freisetzt. 

20. Verfahren nach den Anspruchen 16 bis 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ es sich bei dem Organismus urn eine Pflanze 

10 oder einen eukaryontischen Mikroorganismus handelt. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaf t 

<120> The N-terminal p-barrel structure of lipid body 

lipoxygenase mediates its binding to liposomes and 
lipid bodies 

<130> 99.1235 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 732 
<212> DNA 

<213> Cucumis sativus 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(732) 

<400> 1 

atg ttt gga att ggg aag aac ate att gaa ggg gec ttg aat aca act 48 
Met Phe Gly He Gly Lys Asn lie He Glu Gly Ala Leu Asn Thr Thr 
15 10 15 

gga gat ctt gca ggt tct gtt ate aat get ggt ggt aac att tta gat 96 
Gly Asp Leu Ala Gly Ser Val He Asn Ala Gly Gly Asn lie Leu Asp 
20 25 30 

aga gtt tec agt ctt gga gga aac aaa ate aaa ggg aaa gtg att ctt 144 
Arg Val Ser Ser Leu Gly Gly Asn Lys He Lys Gly Lys Val He Leu 
35 40 a 45 

atg aga age aat gtt ttg gat ttc act gaa ttt cat tec aat ctt ctt 192 
Met Arg Ser Asn Val Leu Asp Phe Thr Glu Phe His Ser Asn Leu Leu 
50 55 60 

gat aac ttc act gag etc ttg ggt ggt ggt gtt tct ttc caa etc att 240 
Asp Asn Phe Thr Glu Leu Leu Gly Gly Gly Val Ser Phe Gin Leu He 
65 70 75 80 



agt gec act cat act tea aat gac tea aga ggg aaa gtt ggg aac aag 
Ser Ala Thr His Thr Ser Asn Asp Ser Arg Gly Lys Val Gly Asn Lys 
85 90 95 
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gca tat ttg gag agg tgg eta act tea ate cca cca ctg ttt get gga 336 

Ala Tyr Leu Glu Arg Trp Leu Thr Ser lie Pro Pro Leu Phe Ala Gly 

100 105 110 

gaa tea gtg ttc caa ate aac ttt caa tgg gat gaa aat ttt gga ttt 384 

Glu Ser Val Phe Gin lie Asn Phe Gin Trp Asp Glu Asn Phe Gly Phe 

115 120 125 

cca gga get ttc ttc ata aaa aat gga cat aca agt gaa ttc ttt etc 432 

Pro Gly Ala Phe Phe lie Lys Asn Gly His Thr Ser Glu Phe Phe Leu 

130 135 140 

aaa tct etc act ctt gat gat gtt cct ggc tat ggc aga gtc cat ttt 480 

Lys Ser Leu Thr Leu Asp Asp Val Pro Gly Tyr Gly Arg Val His Phe 

145 150 155 160 

gat tgc aat tct tgg gtt tac cct tct gga aga tac aag aaa gat cgc 528 

Asp Cys Asn Ser Trp Val Tyr Pro Ser Gly Arg Tyr Lys Lys Asp Arg 

165 170 175 

att ttc ttt gec aat cat gtt tat ctt cca agt caa aca cca aac cct 576 

He Phe Phe Ala Asn His Val Tyr Leu Pro Ser Gin Thr Pro Asn Pro 

180 185 190 

ctt cgt aag tat aga gag gaa gaa ttg tgg aat ttg aga gga gat gga 624 

Leu Arg Lys Tyr Arg Glu Glu Glu Leu Trp Asn Leu Arg Gly Asp Gly 

195 200 205 

aca gga gaa aga aag gaa tgg gat aga att tat gac tat gat gtt tat 672 

Thr Gly Glu Arg Lys Glu Trp Asp Arg He Tyr Asp Tyr Asp Val Tyr 

210 . 215 220 

aat gac att get gac cct gat gtt ggt gat cat cgt cct att etc ggt 720 

Asn Asp He Ala Asp Pro Asp Vai Gly Asp His Arg Pro He Leu Gly 

225 230 235 240 

ggg acg acc gaa 732 
Gly Thr Thr Glu 



<210> 2 
<211> 244. 
<212> PRT 

<213> Cucumis sativus 
<400> 2 

Met Phe Gly He Gly Lys Asn He He Glu Gly Ala Leu Asn Thr Ihr 
1 5 10 . 15 



Gly Asp Leu Ala Gly Ser Val He Asn Ala Gly Gly Asn lie Leu Asp 
20 25 30 
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Arg val Ser Ser Leu Gly 61y Asn Lys He Lys Gly Lys Val He Leu 
35 40 45 

Met Arg Ser Asn Val Leu Asp Phe Thr Glu Phe His Ser Asn Leu Leu 
50 . 55 60 



Asp Asn 
65 



Phe Thr Glu Leu Leu Gly Gly Gly Val Ser Phe Gin Leu He 
70 75 80 



Ser Ala Thr His Thr Ser Asn Asp Ser Arg Gly Lys Val Gly Asn Lys 
85 9° 95 

Ala Tyr Leu Glu Arg Trp Leu Thr Ser He Pro Pro Leu Phe Ala Gly 
100 105 110 

Glu Ser Val Phe Gin He Asn Phe Gin Trp Asp Glu Asn Phe Gly Phe 
115 120 125 

Pro Gly Ala Phe Phe He Lys Asn Gly His Thr Ser Glu Phe Phe Leu 
130 "5 140 

Lys Ser Leu Thr Leu Asp Asp Val Pro Gly Tyr Gly Arg Val His Phe 
145 150 155 I 60 

Asp Cys Asn Ser Trp Val Tyr Pro Ser Gly Arg Tyr Lys Lys Asp Arg 
165 170 175 

He Phe Phe Ala Asn His Val Tyr Leu Pro Ser Gin Thr Pro Asn Pro 
180 185 190 

Leu Arg Lys Tyr Arg Glu Glu Glu Leu Trp Asn Leu Arg Gly Asp Gly 
195 200 205 

Thr Gly Glu Arg Lys Glu Trp Asp Arg He Tyr Asp Tyr Asp Val Tyr 
210 215 220 

Asp He Ala Asp Pro Asp Val Gly Asp His Arg Pro He Leu Gly 

240 



Asn 

225 230 235 

Gly Thx Thr Glu 



<210> 3 
<211> 2964 
<212> DNA 

<213> Cucumis sativus 



<220> 
<221> CDS 
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<222> (48) . . (2684) 
<400> 3 

gttccaaaca cacagtgagc aaaaaagaaa agtaaaaaag agtgaaa atg ttt gga 56 

Met Phe Gly 
1 

att ggg aag aac ate att gaa ggg gec ttg aat aca act gga gat ctt 104 
lie Gly Lys Asn lie lie Glu Gly Ala Leu Asn Thr Thr Gly Asp Leu 
5 10 . 15 

gca ggt tct gtt ate aat get ggt ggt aac att tta gat aga gtt tec 152 
Ala Gly Ser Val lie Asn Ala Gly Gly Asn lie Leu Asp Arg Val Ser 
20 25 30 35 

agt ctt gga gga aac aaa ate aaa ggg aaa gtg att ctt atg aga age 200 
Ser Leu Gly Gly Asn Lys lie Lys Gly Lys Val lie Leu Met Arg Ser 
40 45 50 

aat gtt ttg gat ttc act gaa ttt cat tec aat ctt ctt gat aac ttc 248 
Asn Val Leu Asp Phe Thr Glu Phe His Ser Asn Leu Leu Asp Asn Phe 
55 60 65 

act gag etc ttg ggt ggt ggt gtt tct ttc caa etc att agt gec act 296 
Thr Glu Leu Leu Gly Gly Gly Val Ser Phe Gin Leu lie Ser Ala Thr 
70 75 80 

cat act tea aat gac tea aga ggg aaa gtt ggg aac aag gca tat ttg 344 
His Thr Ser Asn Asp Ser Arg Gly Lys Val Gly Asn Lys Ala Tyr Leu 
85 90 95 

gag agg tgg eta act tea ate cca cca ctg ttt get gga gaa tea gtg 392 
Glu Arg Trp Leu Thr Ser lie Pro Pro Leu Phe Ala Gly Glu Ser Val 
100 105 110 115 

ttc caa ate aac ttt caa tgg gat gaa aat ttt gga ttt cca gga get 440 
Phe Gin lie Asn Phe Gin Trp Asp Glu Asn Phe Gly Phe Pro Gly Ala 
120 125 130 

ttc ttc ata aaa aat gga cat aca agt gaa ttc ttt etc aaa tct etc 488 
Phe Phe lie Lys Asn Gly His Thr Ser Glu Phe Phe Leu Lys Ser Leu 
135 140 145 

act ctt gat gat gtt cct ggc tat ggc aga gtc cat ttt gat tgc aat 536 
Thr Leu Asp Asp Val Pro Gly Tyr Gly Arg Val His Phe Asp Cys Asn 
150 155 160 



tct tgg gtt tac cct tct gga aga tac aag aaa gat cgc att ttc ttt 
Ser Trp Val Tyr Pro Ser Gly Arg Tyr Lys Lys Asp Arg He Phe Phe 
165 170 175 
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gee aat cat gtt tat ctt cca agt caa aca cca aac cct ctt cgt aag 632 
Ala Asn His Val Tyr Leu Pro Ser Gin Thr Pro Asn Pro Leu Arg Lys 
180 185 190 195 

tat aga gag gaa gaa ttg tgg aat ttg aga gga gat gga aca gga gaa 680 
Tyr Arg Glu Glu Glu Leu Trp Asn Leu Arg Gly Asp Gly Thr Gly Glu 
200 205 210 

aga aag gaa tgg gat aga att tat gac tat gat gtt tat aat gac att 728 
Arg Lys Glu Trp Asp Arg lie Tyr Asp Tyr Asp Val Tyr Asn Asp lie 
215 220 225 

get gac cct gat gtt ggt gat cat cgt cct att etc ggt ggg acg acc 776 
Ala Asp Pro Asp Val Gly Asp His Arg Pro lie Leu Gly Gly Thr Thr 
230 235 240 

gaa tat cct tac cct cgt agg gga aga aca gga cga cca cga tea aga 824 
Glu Tyr Pro Tyr Pro Arg Arg Gly Arg Thr Gly Arg Pro Arg Ser Arg 
245 250 255 

aga gac cac aat tat gag age aga ttg tea cca ata atg age tta gac 872 
Arg Asp His Asn Tyr Glu Ser Arg Leu Ser Pro He Met Ser Leu Asp 
260 265 270 275 

ate tat gta cca aaa gat gaa aac ttt ggg cat ttg aag atg tea gat 920 
He Tyr Val Pro Lys Asp Glu Asn Phe Gly His Leu Lys Met Ser Asp 
280 285 290 

ttc ctt ggt tat aca tta aaa gca ctt teg ata tea ate aaa cca gga 968 
Phe Leu Gly Tyr Thr Leu Lys Ala Leu Ser He Ser He Lys Pro Gly 
295 300 305 

ctt caa tec ata ttt gat gta act cca aat gaa ttt gac aat ttt aaa 1016 
Leu Gin Ser He Phe Asp Val Thr Pro Asn Glu Phe Asp Asn Phe Lys 
310 315 320 

gaa gtt gat aat etc ttt gag aga ggt ttt ccc att cca ttt aat get 1064 
Glu Val Asp Asn Leu Phe Glu Arg Gly Phe Pro He Pro Phe Asn Ala 
325 330 335 

ttt aag acc etc act gag gac etc act cca cct ttg ttc aaa gca etc 1112 
Phe Lys Thr Leu Thr Glu Asp Leu Thr Pro Pro Leu Phe Lys Ala Leu 
340 345 350 355 

gtg agg aat gat ggt gaa aaa ttc etc aaa ttt cct act ccc gaa gtt 1160 
Val Arg Asn Asp Gly Glu Lys Phe Leu Lys Phe Pro Thr Pro Glu Val 
360 365 370 



gtc aaa gat aat aaa ata gga tgg age act gat gaa gaa ttt gca aga 
Val Lys Asp Asn Lys He Gly Trp Ser Thr Asp Glu Glu Phe Ala Arg 
375 380 385 
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gaa atg tta gca gga ccc aat cct eta ttg att cgt cgt ctt gaa get 1256 
Glu Met Leu Ala Gly Pro Asn Pro Leu Leu lie Arg Arg Leu Glu Ala 
390 395 400 

ttt cca cca aca agt aag ctt gac cca aat gtt tat ggg aat caa aac 1304 
Phe Pro Pro Thr Ser Lys Leu Asp Pro Asn Val Tyr Gly Asn Gin Asn 
405 410 415 

agt acc ate act gaa gaa cac ata aag cat ggt tta gat ggt ctt acg 1352 
Ser Thr He Thx Glu Glu His He Lys His Gly Leu Asp Gly Leu Thr 
420 425 430 435 

gtt gat gag gca atg aag caa aac agg etc tac ata gtg gat ttc cat 1400 
Val Asp Glu Ala Met Lys Gin Asn Arg Leu Tyr lie Val Asp Phe His 
440 445 450 

gat gca tta atg ccc tat ctt aca agg atg aat gca aca tea aca aaa 1448 
Asp Ala Leu Met Pro Tyr Leu Thr Arg Met Asn Ala Thr Ser Thr Lys 
455 460 465 

aca tat gee aca aga aca ttg ctt ctt ttg aaa gat gat ggg act ttg 1496 
Thr Tyr Ala Thr Arg Thr Leu Leu Leu Leu Lys Asp Asp Gly Thr Leu 
470 475 480 

aag cca ttg gtt att gag tta gec ttg cca cat cct caa gga gat caa 1544 
Lys Pro Leu Val He Glu Leu Ala Leu Pro His Pro Gin Gly Asp Gin 
485 490 495 

ctt ggt gec att age aaa eta tac ttt cca get gaa aat gga gtt caa 1592 
Leu Gly Ala He Ser Lys Leu Tyr Phe Pro Ala Glu Asn Gly Val Gin 
500 505 510 515 

aaa tec att tgg caa ttg get aaa get tat gta act gtt aat gat gtt 1640 
Lys Ser He Trp Gin Leu Ala Lys Ala Tyr Val Thr Val Asn Asp Val 
520 525 530 

ggc tac cat caa ctt att agt cat tgg ttg cat act cat get gta ctt 1688 
Gly Tyr His Gin Leu lie Ser His Trp Leu His Thr His Ala Val Leu 
535 540 545 

gag cca ttt gtg att gca aca cat aga caa ttg age gtg ctt cat cca 1736 
Glu Pro Phe Val He Ala Thr His Arg Gin Leu Ser Val Leu His Pro 
550 555 560 

ate cat aag ttg ctt gtt cct cat tac aaa gac act atg ttt ata aat 1784 
He His Lys Leu Leu Val Pro His Tyr Lys Asp Thr Met Phe He Asn 
565 570 575 



gca tct gca aga caa gtt ttg ate aat gec aat ggt ctt ate gaa aca 
Ala Ser Ala Arg Gin Val Leu He Asn Ala Asn Gly Leu He Glu Thr 
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580 585 590 595 

acc cat tat cca tea aaa tat tea atg gag ttg tea tct ate. ttg tac 1880 
Thx His Tyr Pro Ser Lys Tyr Ser Met Glu Leu Ser Ser lie Leu Tyr 
600 605 610 

aag gat tgg acc ttc cct gat caa gca tta cct aat aat etc atg aag 1928 
Lys Asp Trp Thr Phe Pro Asp Gin Ala Leu Pro Asn Asn Leu Met Lys 
615 620 625 

aga gga eta get gtg gag gac tea agt gee ccc cat gga ctt aga ttg 1976 
Arg Gly Leu Ala Val Glu Asp Ser Ser Ala Pro His Gly Leu Arg Leu 
630 635 640 

eta ata aat gat tat cca ttt get gtt gat ggt ctt gac att tgg tea 2024 
Leu lie Asn Asp Tyr Pro Phe Ala Val Asp Gly Leu Asp He Trp Ser 
645 650 655 

gee att aaa aca tgg gta cag gat tat tgc tgt etc tac tac aaa gat 2072 
Ala He Lys Thr Trp Val Gin Asp Tyr Cys Cys Leu Tyr . Tyr Lys Asp 
660 665 670 675 

gac aat gca gta caa aat gac ttt gaa etc caa tct tgg tgg aat gag 2120 
Asp Asn Ala Val Gin Asn Asp Phe Glu Leu Gin Ser Trp Trp Asn Glu 
680 685 690 

eta aga gag aaa ggc cac get gac aag aaa cat gaa cca tgg tgg cca 2168 
Leu Arg Glu Lys Gly His Ala Asp Lys Lys His Glu Pro Trp Trp Pro 
695 700 705 

aaa atg caa act tta agt gaa tta ate gaa tec tgc act aca att ata 2216 
Lys Met Gin Thr Leu Ser Glu Leu. He Glu Ser Cys Thr Thr He lie 
710 715 720 

tgg att get tea get ctt cat gec gca gtt aac ttt gga caa tat ccc 22 64 
Trp He Ala Ser Ala Leu His Ala Ala Val Asn Phe Gly Gin Tyr Pro 
725 730 735 

tac gga ggc tat att etc aat cga cca act aca agt cgt agg ttc atg 2312 
Tyr Gly Gly Tyr He Leu Asn Arg Pro Thr Thr Ser Arg Arg Phe Met 
740 745 750 755 

cct gaa gtt ggc acg get gag tac aaa gaa ctg gaa teg aat ccc gaa 2360 
Pro Glu Val Gly Thr Ala Glu Tyr Lys Glu Leu Glu Ser Asn Pro Glu 
760 765 770 

aaa get ttc ttg aga aca ata tgt tea gaa tta caa gca ctt gtt agt 2408 
Lys Ala Phe Leu Arg Thr He Cys Ser Glu Leu Gin Ala Leu Val Ser 
775 780 785 



att tea att att gaa ate ttg tea aag cat get tct gat gaa gtt tat 



2456 
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lie Ser lie He Glu He Leu Ser Lys His Ala Ser Asp Glu Val Tyr 
790 795 800 

ctt gga caa aga get tea att gat tgg act tea gat aaa att gca ttg 2504 
Leu Gly Gin Arg Ala Ser He Asp Trp Thr Ser Asp Lys He Ala Leu 
805 810 815 

gaa gca ttt gag aaa ttt ggg aaa aat tta ttt gaa gtt gag aat agg 2552 
Glu Ala Phe Glu Lys Phe Gly Lys Asn Leu Phe Glu Val Glu Asn Arg 
820 825 830 835 

ate atg gaa agg aat aaa gag gtg aat ttg aag aat aga tct gga cct 2600 
He Met Glu Arg Asn Lys Glu Val Asn Leu Lys Asn Arg Ser Gly Pro 
840 845 850 

gtt aat ttg cct tat act eta ctt gtt cca tea agt aac gaa gga etc 2648 
Val Asn Leu Pro Tyr Thr Leu Leu Val Pro Ser Ser Asn Glu Gly Leu 
855 860 865 

act gga aga gga att cct aat agt att tct ate taa gttgataaga 2694 
Thr Gly Arg Gly lie Pro Asn Ser He Ser He 
870 875 

aagaaaagtg gttcttttta tgggtgacgt gtgtaatttg aaggtcacaa attacatttt 2754 

aagttgccca cattattatt atgaaggaaa taaatgacca tatttttagt ttaatttaaa 2814 

ttaggtagct atagecaact ttaggctctg ttggatttgg aactatctcc aacttatata 2874 

tgtactttgt actactattt gatgaataaa agttgtgtgt cttaagaata aaaaaaaaaa 2934 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 2964 



<210> 4 
<211> 878 
<212> PRT 

<213> Cucumis sativus 



<400> 4 

Met Phe Gly He Gly Lys Asn He 
1 5 

Gly Asp Leu Ala Gly Ser Val He 
20 

Arg Val Ser Ser Leu Gly Gly Asn 
35 40 

Met Arg Ser Asn Val Leu Asp Phe 
50 55 



He Glu Gly Ala Leu Asn Thr Thr 
10 15 

Asn Ala Gly Gly Asn He Leu Asp 
25 30 

Lys He Lys Gly Lys Val He Leu 
45 

Thr Glu Phe His Ser Asn Leu Leu 
60 
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U Asn Ph. » GXu Leu L» Giy GXy GXy V.1 ser Phe Gin Leu «. 
„ 70 /b 



s.r Al. Thr His b ser Asn Asp ser „ Gly Lys v.1 Gly Asn ,ys 

85 90 
U , Tyr Leu Glu „ Trp Leu * ~ XXe Pro Pro Leu Phe AX. Gly 
100 105 



olu ser V.! Phe Gin XXe — Phe Gin Trp Asp Glu .Asn «- W »- 

115 120 
Pr o Gly Al. P»e Phe Xle Lys Asn GXy His Thr Ser GXu Phe Phe Leu 

130 135 
Ly e ser Leu Thr Leu ASP Asp V,X Pro Gly Tyr Gly Ar 3 V.1 His Phe 
145 150 

W cys Asn ser Trp V.1 Tyr Pro Ser GXy Ar g Tyr Lys Lys Asp Ar 3 

165 170 
Ile Phe Phe AX. Asn His V.X Tyr Leu Pre Ser Gin Thr Pro Asn Pro 
180 18b 



M u Arg Lys Tyr Ar, GXu Glu GXu Leu Trp As. Leu „ Gly Asp GXy 

195 200 
» GXy GXu Ar g Lys GXu Trp Asp Ar 3 xle Tyr Asp Tyr Asp v.1 Tyr 

210 215 
*s» asp Xle AX. Asp Pro Asp v.1 Gly Asp His Ara Pro Xle L*u «y 
225 "° 

01y Thr "Bit Glu Tyr Pro Tyr Pro Ar g Ar 8 Gly Ar B Thr Gly Ar ? Pro 

245 2r>u 
« 3 ser Ar© Arc Asp His Asn Tyr Glu Ser Ar g Leu Ser Pro Xle «er 

260 265 
ser Leu Asp Xle Tyr v.1 Pro Lys Asp Glu Asn Phe Gly His Leu Lys 

275 280 
Met ser Asp Phe Leu Gly Tyr Thr Leu Lys AX. Leu Ser XXe Ser Xle 

290 295 
Lys Pro Gly Leu Gin Ser Xle Phe Asp V.X Thr Pro Asn Glu Phe Asp 
305 310 

Ph. Lys Glu V.X Asp AS. Leu Phe Glu Ar g GXy Phe Pro lie Pro 



Asn ~i- ,, Q 

325 330 
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Phe Mn ax, «- w * ~ - - ^ « S 

ws Ala Leu Vai W »»P £ «- «• - ~ £ "° ^ 
355 360 

Tl6 rlv Trp ser Thr Asp Glu Glu 
Pro Glu Val val Lys Asp Asn Lys He Gly Trp ^ 

370 375 

n, ^ « - - « - ~° Mn n°s ™ wu Ile "° «° 

385 390 

Le u CXu to - - Pro - Ser L y s Leu MP « - VaX S « 
405 4iU 

w 0 1» Asn Ser * IX. - CXu CXu His XX. Lys His «, - ~P 
420 

aly ^eu T*r VaX Asp GXU to Ke t * *Xn Asn « -J **< * ^ 

435 440 
^ a . His Asp to Leu Het Pro Tvr Leu • « He, Asn AX* T 
450 455 

ser ^ L y s Tnr *r to - « - - - "» ~ ^ "* IS 
465 



Gly Tnr Leu ,vs Pro Leu VaX XXe GXu Leu to Leu Pro His Pro CXn 

485 4yu 
Gly asp GXn Leu CX y to XXe ser Lys Leu ^ - « £ GXu Asn 

Ala Lys Ala Tyr Val Thr Val 



500 505 



Gly 



val Gin Lys Ser He Trp Gin Leu Axa uy B ~- 



515 



520 



-r-i ~ c=-r His Trp Leu His Thr His 
Asn Asp Val Gly Tyr His Gin Leu He Ser Hx. Trp 

530 53S> 
AX. vex Leu CXu Pro P*e VaX XXe AXe Xfcr His Ar g CXn Leu Ser VaX 
545 550 

t eu His Pro XXe His Ly s Leu Leu VaX Pro His W L y s Asp Met 

565 3/u 
, h e XXe Asn AXa Ser to Ar, .Xn VaX Leu XX. Asn to Asn CX y Leu 

580 585 
Ile CXu Hir Thr His Tin: Pro Ser L y s Tyr Ser He, CXu Leu Ser Ser 
595 600 
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He Leu Tyr Lys « Trp Thr Phe Pro Asp Gin Ale Leu Pre Asn Asn 

610 615 
^eu M Lys Ar 9 Gly -u Ale Vel Glu Asp Ser Ser Ale Pro His Br 
625 630 

Mu W Leu Leu He Pro Phe Ale Vel ASP Gly -u Asp 

645 650 
Xle Trp ser Ale He Lys Thr Trp vel 01= Asp Tyr Cys Cys Leu Tyr 
660 665 

Tyr Lye Asp Asp - V.1 Gin Asn W «- «- "J «» ~ " 

675 680 
Trp Asn Glu Leu Arg Glu Lys Oly His Ale Asp Lys Lys. His Glu Pro 

690 , 695 

Trp Trp Pro Lys Met Gin Thr Leu Ser Glu Leu He Glu Ser Cys Thr 
705 71U 

W He He Trp He Ale Ser Ale Leu His Ale Ale Vel Asn Phe Gly 
725 730 

«. Tyr Pro Tyr Gly Gly Tyr He Leu Asn Arg Pro «r Tar Ser Arg 

740 745 
«g Phe Met Pro Glu vel Gly Thr Ale Glu Tyr Lys Glu Leu Glu Ser 

755 760 
M n Pro Glu Lys Ale Phe Leu Arg Thr He Cys Ser Glu Leu Gin Ale 

770 775 
L en vel ser He Ser He He Glu He Leu Ser Lys His Ale Ser Asp 
785 790 79 

B» vel Tyr Leu Gly Gin Arg Ale Ser He Asp Trp Thr Ser Asp Lys 
805 810 

XX. Ale Leu Glu Ale Phe Glu Lys Phe Gly Lys Asn Leu Phe Glu Vel 

820 825 
Glu Asn Ar fl lie Me, Glu Arg Asn Lys Glu vel Asn L^ Lys Asn Arg 

835 840 
ser Gly Pro vel Asn Leu Pro Tyr Thr Leu Leu vel Pro Ser Ser Asn 



850 



855 



Glu Gly Leu Thr Gly Arg Gly He Pro Asn Ser He Ser lie 
865 870 875 
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